ie n 


liber 
iene 
y an 
Ted - 
rT 

und 











Verbindungen des Muskelhiimoglobins*. 
Von 
Manfred Kiese und Hedwig Kaeske. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 5. Mérz 1942.) 
Mit 24 Abbildungen im Text. 


Der Blutfarbstoff und der Muskelfarbstoff sind in ihrem Bau und 
chemischen Verhalten sehr ahnlich und wurden gelegentlich fiir identisch 
gehalten. Durch neuere Untersuchungen, insbesondere nach der Iso- 
lierung des Muskelhamoglobins durch Theorell1, ergaben sich eine 
Reihe von Unterschieden zwischen den beiden Farbstoffen (s. Millikan2). 
So hat das Muskelhamoglobin ein Molekulargewicht von 17500 und 
enthalt eine prosthetische Gruppe, wahrend das Bluthimoglobin ein 
Molekulargewicht von 68000 hat und vier der gleichen prosthetischen 
Gruppen enthalt. Sauerstoff- und Kohlenoxydbindung der beiden Farb- 
stoffe sind verschieden. Die Absorptionsspektren der bisher unter- 
suchten Verbindungen der Farbstoffe sind sehr ahnlich, doch weicht 
bei den O,- und CO-Verbindungen die Lage der Absorptionsmaxima 
ein wenig ab. 

Wir haben eine Reihe weiterer Verbindungen des Muskelhimo- 
globins mit den entsprechenden Verbindungen des Hamoglobins ver- 
glichen, um die strukturellen Beziehungen der beiden Farbstoffe zu- 
einander weiter zu klaren. 


Die Bezeichnung der Verbindungen. 


Den Muskelfarbstoff nennen wir Muskelhdmoglobin, womit wir uns 
den Erwigungen Millikans? iiber die Bezeichnung dieses Farbstoffs 
anschlieBen. Fiir die Bezeichnungen der verschiedenen Verbindungen 
des Hams und Hamoglobins haben Pauling und Coryell* ein System 
vorgeschlagen, das zur Kennzeichnung des Zustandes des Eisens in 
der Verbindung den Namen um den Vorsatz Ferro- bzw. Ferri- erweitert, 
z. B. Ferrohimoglobin fiir (reduziertes) Hamoglobin, das Ferro-Kisen 
im Porphyrinkomplex enthalt, Ferrihameglobin fiir Methaimoglobin, 
das Ferri-Eisen im Porphyrinkomplex enthalt. Dadurch werden die 


* Herrn Professor W. Heubner zum 65. Geburtstage gewidmet. 

1 H. Theorell, diese Zeitschr. 252, 1, 1932. — 2 G. A. Millikan, Physiol. 
Rev. 19, 503, 1939. — * L. Pauling u. C.D. Coryell, Proc. Nat. Acad. 
Aci. 22, 210, 1936. 
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Namen schon lang und die Bezeichnungen fiir Verbindungen des Muske |. 
farbstoffs werden kompliziert. Wir haben darum die Kennzeichnuny 
der Form des Eisens bei Verbindungen des Hams in der Weise vor. 
genommen, daB Verbindungen des Ferro-Haims Hamo-Verbindunge; 
und soleche des Ferri-Hims Hami-Verbindungen genannt werden. 
also Haimoglobin und Hamiglobin, Hamochromogen und Hdmichromoy: ; 
statt Ferrohimoglobin urd Ferrihamoglobin, bzw. Ferrohamochromogey 
und Ferrihamochromogen. Beim Ham selbst wird zur Unterseheiduny 
Ferro-Haém und Ferri-Hdim gewahit. Hinsichtlich der Definition der 
Verbindungen, die unter diesen Namen verstanden werden, stimmen 
wir mit Pauling und Coryell iiberein. 


Die Bezeichnung der griinen Blutfarbstoffderivate ist noch nicht 
einheitlich, im wesentlichen wohl infolge der unzulanglichen Kenntnis 
ihrer Natur. Barkan ' gebraucht den Namen Pseudohamoglobin sowoh| 
fiir Verbindungen, die physiologisch im Blut vorkommen und das 
, leicht abspaltbare Eisen‘: liefern, wie fiir die durch Reaktion von Hb 
mit Cyanid und H,0O, entstehenden. Lemberg? bezeichnete griine 
Hamochromogenderivate als Verdohamochromogene und wahlte diesen 
Namen als Gruppenbezeichnung. Spater nannte er den durch ge- 
koppelte Oxydation von Hb und Ascorbinsaure entstehenden griinen 
Farbstoff Choleglobin?. DaB das von Hoppe-Seyler* beschriebene 
Sulfhamoglobin den vorgenannten Verbindungen zuzuordnen ist. 
haben Barkan® und Jung® gezeigt. Heubner? wahlte, in’ Anlehnung 
an Lemberg, zur Bezeichnung der ganzen Gruppe von griinen Farbstoffen 
den Namen Verdohamochromogene. Havemann® nannte ein griines 
Hamoglobinderivat, dessen Globin er fiir intakt hielt, Verdohamoglobin. 
Durch die Untersuchungen von Lemberg ® und die eigenen ist klargestellt. 
daB es griine Globine gibt und sich aus ihnen die entsprechenden Chromo- 
gene herstellen lassen. Die Farbstoffe haben ahnliche Lichtabsorption 
und entstehen unter experimentellen (und physiologischen ?) Bedingun- 
gen durch ahnliche Reaktionen: Lembergs Choleglobin durch gekoppelte 
Oxydation von Hb und Ascorbinséure durch O, (Lemberg 3), das Sulf- 
hamoglobin durch gekoppelte Oxydation von Hb und H,S durch 0, 
(Kiese 1); fiir die Reaktion von Hb, HCN und H,0Ozg ist ein ahnlicher 


' G, Barkan u. O. Schales, Zeitschr. f. physiol. Chem. 253, 83, 193s. 
- ? R, Lemberg, Biochem. J. 29, 1322, 1935. — * R. Lemberg, J. W. Legy 
u. W. H. Lockwood, ebenda 33, 754, 1939. — 4 F. Hoppe-Seyler, Zentralbl. 
med. Wiss. 1, 433, 1863. — ° G. Barkan u. O. Schales, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 254, 241, 1938. — * F. Jung, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 194, 
16, 1939. — * W. Heubner, Erg. Physiol. 43, 9, 1940. — § R. Havemann, 
dese Zeitschr. 308, 1, 1941. ® R. Lemberg, J. W. Legae u. W. H. Lock- 
wood, Biochem. J. 35, 328, 339, 353, 363, 1941. 10 M. Kiese, noch nicht 
ver6ffentlichte Untersuchungen. 
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Mechanismus anzunehmen. Wir bezeichnen darum die Farbstoffe als 
Verdoglobine und die daraus abgeleiteten Chromogene als Verdochromo- 
gene. Die einzelnen Verdoglobine werden durch einen Index unterschie- 
den, der auf die Entstehungsreaktion hinweist. Also Verdoglobin, 

- Verdoglobin aus Hb, Ascorbinséure und O,, Verdoglobing — Verdo- 
vlobin aus Hb, Schwefelwasserstoff und O,, Verdoglobingx Verdoglobin 
aus Hb, Blausiure und Wasserstoffperoxyd. Die Kennzeichnung des 
Zustandes des Eisens erfolgt wieder durch Benutzung von o und 7 im 
Namen, also Verdoglobin und Verdiglobin. 


Als Abkiirzungen benutzen wr: Hamog!obin = Hb (2), Hami- 
ylobin = Hb (3), Verdoglobin Vb (2), Verdiglobin Vb (3). 


Methodik. 


Fir die Untersuchungen wurden Hamoglobin und Muske!haimo- 
globin vom Pferde verwandt. Beide Farbstoffe wurden durch mehr- 
malige Kristallisation gereinigt. Das Muskelhamoglobin wurde aus 
Pferdeherzen, die ausgieb’g mit Salzlésung durchspii't waren, nach 
Angaben von Theorell ! und Morgan 2 isoliert und als sch'anke Kristalle 
erha!ten, die vielfach in Drusen zusammen gelagert waren. Zum Sch!ub 
der Darstellung lag das Protein als Muskelhimiglobin vor. 


Hamoglobin wurde aus Pferdeerythrocyten dargestelit nach dem 
von Taylor und Hastings 3 beschriebenen Verfahren, das im wesentlichen 
eine Kombination der Methoden von Heidelberger4 und Ferry und 
Green ®® ist. 

Spektrophotometrische Messungen wurden mit dem Spektrophotometer 
von Zeiss-Ikon durchgefiihrt. Bei der Eichung unseres Spektrophotometers 
mit der Cd-, Zn-, Rb- und He-Emission ergab sich, da®B unser Apparat 
mehrere Fehler hat, und da8 somit die mit dem Apparat bisher aufgenom- 
menen und z. T. auch veréffentlichten Absorptionskurven diese Fehler 
enthalten. Im ganzen MeBbereich von 400 bis 700 mu liegt zunachst ein 
systematischer Fehler, infolgedessen die gemessenen Wellenlangen um 3 m v. 
ins langwellige Gebiet verschoben sind. Zwei weitere unangenehmere 
Fehler der Apparatur lagen in der Absorptionsmessung im Gebiet ober- 
halb 600 mu und zwischen 500 und 550 my. Hier waren unsystematische 
Verzerrungen auf dem Registrierpapier vorhanden. Abb. 1 gibt diese 
Abweichungen durch Darstellung der zur Eichung benutzten Lin‘en 
wieder ’. 

1 H. Theorell, diese Zeitschr. 252, 1, 1932. — *? V.#. Morgan, J. of 
biol. Chem. 112, 557, 1935. — *% J. F. Taylor u. A. B. Hastings, ebenda 
131, 649, 1939. — 4 M. Heidelberger, ebenda 53, 31, 1922. — ° R.M. 
Ferry u. A. A. Green, ebenda 81, 175, 1929. — ® A. A. Green, ebenda 98, 
495, 1931. — 7 Die Untersuchung des Apparates ergab, daB die Kurven- 
scheibe, welche die nicht lineare Dispersion des Prismas in eine lineare 
Abszisse iibertragt, fehlerhaft war. 
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Mit Hilfe dieser Eichung kénnen aus den Kurven friiherer Veréffen: 
lichungen unseres Instituts! richtige Werte fiir die Wellenlinge ein, 
Absorption entnommen werden. Dabei sei bemerkt, daB durch die Ve 
zerrung im Verlauf der Kurven Abweichungen auftreten kénnen, die A) 
sorptionsbanden vortéuschen, so z. B. die ,,Maxima‘ bei 645 und 510 m 
in der Kurve des Hamiglobinfluorids (Havemann, Jung und v. Issekutz 
Abb. 2) und das Maximum bei 645 my in den Kurven des Verdoglobuli:, 
v. Restorff *, Abb. 6, 7, 9). Ein Teil der in dieser Arbeit veréffentlichte: 
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Abb. 1. Eichung des fiir die Lichtabsorptionsmessungen benutzten Spektrophotometers 

von Zeiss-Ikon mit He-, Rb-, Zn- und Cd-Emission zur Korrektur friiher veréffentlichter 

Absorptionskurven. Das Koordinatensystem ist das fiir die Messungen mit dem Apparat 

vorgesehene. Die eingetragenen Linien geben an, wo die mit der Wellenlinge bezeitchneten 
Linien gefunden wurden. 


Kurven wurde entzerrt, indem aus der verzerrten Originalkurve die ein 
zelnen gemessenen Punkte mit Hilfe der Eichung entnommen und in 
linearen Koordinatensystem an die richtige Stelle eingetragen wurden 
Die anderen Kurven wurden nach der Reparatur des Apparates gemessen 
Die Eichung des Apparates nach der Reparatur ergab Abweichunger 
nicht iber 1 my. Da bei der Ausmessung von Absorptionsbanden die Met) 
genauigkeit, soweit sie durch das Auflésungsvermégen des Apparates uni! 
die Empfindlichkeit des Auges bestimmt wird, 1 bis 2 my. betragt, wurcd: 
fiir diese Abweichungen nicht mehr korrigiert. 

* Die Lage der Absorptionsmaxima der verschiedenen Verbindunge: 
wurde auBerdem in einem GittermeB-Spektroskop von Schmidt und 
Haensch gemessen. 

Zu colorimetrischen Messungen des Farbstoffgehalts von Lésungen 
wurde das Photozellencolorimeter von Havemann* benutzt. Der Hamo 


* Die Korrektur betrifft folgende Arbeiten: R. Havemann, F. Jung 
u. B.v. Issekutz, diese Zeitschr. 801, 116, 1939; R. Havemann, Klin 
Wochenschr. 1940, 8S. 1183; 1941, S. 543; diese Zeitschr. 306, 224, 1940: 
308, 1, 1941; Angew. Chem. 54, 105, 1941; W. Heubner, Verh. d. Deutsch 
Ges. f. inn. Med. 1940, 8. 352; Erg. Physiol. 48, 9, 1940; F. Jung, Arch 
f. exper. Path. u. Pharm. 194, 16, 1939; Naturwiss. 28, 264, 1940; dies« 
Zeitschr. 304, 37, 1940; 305, 248, 1940; H. v. Restorff, Arch. f. exper. Path. 
u. Pharm. 196, 10, 1940; H. Riedel, ebenda 194, 190, 1940; 195, 75, 1940. 
— * R. Havemann, F.Jung u. B. v. Issekutz, diese Zeitschr. 301, 116, 
1939. — * H.v. Restorff, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 196, 10, 1940. 
4 R. Havemann, diese Zeitschr. 301, 105, 1939; 806, 224, 1940. 
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slobingehalt von Lésungen wurde nach Oxydation des Hamoglobins mit 
Merricyanid durch Hamiglobinbestimmung ermittelt unter Verwendung 
der Uberfiihrung von Hamiglobin in Hamiglobincyanid 1.2. Fiir die Be- 
stimmung der Konzentration von Muskelhamoglobin wurde neben der 
Trockengewichtsbestimmung die Eisenbestimmung angewandt. Die Eisen- 
bestimmung wurde in Anlehnung an das Verfahren von Lintzel? colori- 
metrisch unter Verwendung des Eisen-Phenanthrolinkomplexes (Saywell 
und Cunningham *) durchgefiihrt. Das Hamoglobin wurde bei 700 bis 800° 
verbrannt, das Eisen in Salzsaure gelést, zu der sauren Lésung eine berechnete 
Menge von Acetat zugegeben, so daB die Lésung ein py von etwa 4,5 an- 
nahm. Dann wurden 2 ccm einer frisch bereiteten 2° igen Natriumsulfit - 
jésung und 1 cem einer 1° igen Phenanthrolinlésung zugesetzt, nach etwa 

» Stunde auf 50 ccm aufgefiillt und die Absorption im Colorimeter unter 
Verwendung der Filter GG 11 und BG7 gemessen. 

Zur Ermittlung der Dissoziationskonstanten von Hiamiglobinfluorid 
und Muskelhamiglobinfluorid wurden zu Hamiglobinlésungen, die 0,02 mol. 
Phosphat enthielten und ein pg von 6,9 hatten, steigende Konzentrationen 
von Fluorid zugegeben und der Anteil an Hamiglobinfluorid in der Lésung 
bestimmt. Der Anteil an Hamiglobinfluorid in der Lésung wurde durch 
Messung der Zunahme der Lichtabsorption im gelben Gebiet gegeniiber 
der Hamiglobinlésung bestimmt. Die Messungen wurden ebenfalls in Photo- 
zellencolorimeter ausgefiihrt unter Verwendung von Natriumlicht und 
Filter OG 2. 

In entsprechender Weise wurden die Dissoziationskonstanten der 
Azidverbindungen der Haimiglobine bestimmt. Der Anteil an Hamiglobin- 
azid wurde durch die Abnahme der Lichtabsorption im roten Gebiet (Filter 
RG 1) bestimmt. 

Die spektrophotometrischen Messungen wurden mit Lésungen der 
Hamoglobine in 0,06 mol. Phosphat vom px 6,9 durchgefiihrt. Die Konzen- 
tration der Hamoglobinlésungen betrug — wenn nicht anders angegeben 
0,09%, die des Muskelhamoglobins 0,084%. 

Verglichen wurden neben den Spektren der beiden reduzierten Hamo- 
globine die der CO- und NO-Verbindungen. AuBerdem wurden die Hami- 
globine und ihre Verbindungen mit Cyanid, Sulfid, Azid, Cyanat, Rhodanid 
und Fluorid untersucht. Bei den Verbindungen der Hamiglobine wurden 
die Reaktionspartner in einer Konzentration von 0,05 bis 0,1 Mol/Liter zu- 
gesetzt. Relativ hohe Konzentrationen wurden gewahlt, um bei den weniger 
festen Verbindungen praktisch alles Hamiglobin in die Verbindungen 
iiberzufiihren und bei den langsam verlaufenden Reaktionen wie der von 
Hamiglobin und Cyanid schnell den Endpunkt der Reaktion zu erreichen. 
Ferner wurden Verbindungen mit Hydrazin, Blausaéure und Pyridin und 
griine Derivate der Farbstoffe (Verdoglobine) hergestellt. 

Alle Messungen wurden bei einer Temperatur von 18 bis 19° dureh- 
gefiihrt. 


Himoglobine. 


Die reduzierten Farbstoffe wurden durch Reduktion von Oxy- 
hamoglobin bzw. Muskelhimiglobin mit Hyposulfit (Na.S,O,) her- 


1K, A. Evelyn u. H. T. Malloy, J. of biol. Chem. 126, 655, 1938. 
— * R. Havemann, F. Jung u. B. v. Issekutz, diese Zeitschr. 301, 116, 1939. 
— % W. Lintzel, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 86, 269, 1933. — * L.G. 
Saywell u. G.G. Cunningham, Ind. Eng. Chem., Anal. Ed. 9, 67, 1937. 
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breiten Banden zwischen 550 und 560 my, fallen offenbar zusamme1 
Beide Absorptionskurven haben in dem vom Maximum ins !angwellig: 
Gebiet abfallenden Schenkel einen Buckel, der auf ein hier gelegenes 
Maximum hinweist. Beim Hamoglobin liegt dieses Max*mum zwische: 
580 und 585 mu, beim Muskelhamoglobin zwischen 590 und 595m: 


gestellt. Die Absorptionsspektren sind in Abb 2 wiedergegeben. Di 
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Abb. 2. Lichtabsorption von reduziertem Hamoglobin und reduziertem Muskelhimoglobin. 
Die Farbstoffkonzentrationen wurden so gewahit, daB die Lage der zwischen 580 und 585 mu 
bzw. 590 und 595 mu gelegenen Maxima iibersichtlich ist. Schichtdicke 10 mm. 
- Hiimoglobin, Muskelhaimoglobin. 


Kohlenox ydhan oglobine 


Die Kohlenoxydverbindungen der be:den Farbstoffe wurden durch: 
Kinleiten von CO in die Lésungen der reduzierten Farbstoffe her 
gestellt. 

Die Absorptionsmax:ma des CO-Hamoglobins im Griinen wurden 
bei 540 und 572 my, die des CO-Muske!hamoglobins bei 542 und 579 m» 
gefunden. Die Lage der Maxima des CO-Muskelhaimog!obins stimmte 














Abb. 3. Lichtabsorption von Kohlenoxydhimoglobin und Kohlenoxydmuskelhimoglobin. 
Schichtdicke 10mm. Bezeichnung wie Abb. 2. 


mit der von 7'heorell} beobachteten tiberein. Eine starkere Abweichung 
im Spektrum der CO-Verbindungen der beiden Hamoglobine besteht 
bei der «- Bande : 572 gegeniiber 579 my, wahrend die §-Banden offenbar 
sehr eng zusammenliegen. Abb. 3. 


| H. Theorell, diese Zeitschr. 268, 55, 1933. 
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Stickox ydhimogtobine. 

Die Stickoxydverbindungen der beiden Hamoglobine wurden 
hergestellt durch Zugabe von Nitrit zu Oxvhaimoglobin bzw. Muskel- 
hamiglobin und anschlieBende Reduktion mit Hyposulfit '°. 

Die Absorptionsspektren der beiden Verbindungen sind in Abb. 4 
wiedergegeben. Ebenso wie bei den Spektren der CO-Verbindungen 
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Abb. 4. Lichtabsorption von Stickoxydhiimoglobin und Stickoxydmuskelhimoglobin 
Schichtdicke 10 mm. Bezeichnung wie Abb. 2. 


wichen die langwelligeren Maxima in ihrer Lage ab, wahrend die kurz- 
welligeren Maxima hier praktisch tibereinstimmen. Die Abweichung 
der langwelligeren Maxima voneinander betragt etwa 9 mu. 


Himiglobine. 


Hamiglobin wurde aus Oxvhamoglobin durch Oxydation mit Ferri- 
cyanid hergestellt. Muskelhamiglobin lag als Produkt der Isolierung 
von Muskelhamoglobin vor. Die Spektrophotometerkurven der beiden 
Farbstoffe sind in Abb. 5 wiedergegeben. 
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Abb. 5. Liehtabsorption von Himiglobin und Muskelhiimiglobin. Schichtdicke LO und 
30mm. Bezeichnung wie Abb. 2. 


Theorell? beschrieb Absorptionsmaxima des Muskelhamiglobins 
im Bereich des sichtbaren Lichtes bei 630 und 500 my. Abb. 5 zeigt 


1 J.S. Haldane, R.H. Macgill u. A. E. Mavrogodato, J. Physiol. 21, 
174, 1897. — * F. Haurowitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 138, 68, 1924. 
3 H. Theorell, diese Zeitschr. 268, 55, 1933. 
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Absorptionsmaxima unserer Praparate an den gleichen Stellen. Beici 
Farbstoffe haben noch je ein Maximum zwischen den beiden genannten 
Dieses liegt beim Muskelhim globin bei 593 my. und beim Hamiglobi: 
bei 582 mu. 

Hamoglobin wird durch Sauerstoff zu Haimiglobin oxydiert. Dies 
Reaktion verliuft bei Zimmertemperatur verhaltnismaBig langsan, 
Genauere Messungen dieser Reaktion haben Neill und Hastings! wid 
Brooks 2 durchgefiihrt. Bei der Darstellung von Muskelhaimog!obin 
kann schon bemerkt werden, daB die Oxydation dieses Farbstoff- 
durch Sauerstoff zum Hamiglobin offenbar schneller verlauft. Wi: 
haben diese Oxydationsgeschwindigkeit des Muskelhamoglobins ge 
messen. Die Ergebnisse seien hier nur kurz mitgeteilt, da die Unte: 
suchungen aus duBeren Griinden unvollendet abgebrochen werden 
muBten. Ausfiihrlichere Daten sind an anderer Stelle mitgeteil: 
worden 3. 

Da eine griindliche Reinigung des Muskelhimoglobins zu lange 
dauert, wurde die Oxydationsgeschwindigkeit in Herzmuskelextrakte 
gemessen, die nur durch eine Bleifallung gereinigt waren. Die Messungen 
wurden bei 37° und pu 6,9 durchgefiihrt. Im Vergleich mit der Ox, 
dationsgeschwindigkeit des Bluthimoglobins war die des Muskelhamo- 
globins 12- bis 14mal gréBer. Bei dieser Beziehung ist beriicksichtigt. 
da die Reaktion des Sauerstoffs zur Hamiglobinbildung nur mit 
reduziertem Hamoglobin erfolgt. 

Im auffaligen Gegensatz zu der Leichtigkeit, mit der das Muskel 
hamoglobin bei der Isolierung oder nach der Isolierung zum Hamiglobin 
oxydiert wird, stehen Beobachtungen iiber die Muskelhamiglobinbildung 
durch hamiglobinbildende Gifte in vivo. Bei Hunden wurde entwede: 
schnell durch intravenése Injektion von Nitrit oder langsamer durch sub- 
cutane Injektion einer éligen Lésung von m-Dinitrobenzol Hamiglobin 
im, Blute erzeugt. Wenn der Hamiglobingehalt 60 bis 70°, des Gesamt 
hamoglobingehalts erreicht hatte, wurde das Herz oder eine Extremitiit 
isoliert und schnell mit CO-haltiger Ringer-Lésung griindlich durchspiilt. 
Unmittelbar nach der Beendigung der Durchspiilung war im durchleuchteten 
Herz- oder GefaBmuskel spektroskopisch Hamiglobin nicht nachweisbar. 
Im Muskelextrakt, der unter Kohlenoxyd hergestellt wurde, betrug ce: 
Anteil an Muskelhaimiglobin unter 4° des gesamten Muskelhamoglobins *. 
Die Frage der Muskelhamiglobinbildung in vivo wird noch an andere! 
Stelle ausfiihrlich behandelt werden. 


Hamiglobinrhodanid und Hémiglobincyanat. 


In jiingerer Zeit sind Verbindungen des Hamiglobins mit Rhodanid ° 
und Cyanat ® beschrieben worden, die offenbar den Verbindungen mit 


' J. Neill u. A. B. Hastings, J. of biol. Chem. 68, 479, 1925. 
* J. Brooks, Proc. Roy. Soc. London (B) 109, 35, 1932; 118, 560, 1935. 
- 3 H. Kaeske, Dissertation Berlin 1941. — * M. Kiese, noch nicht ver- 
étfentlichte Untersuchungen 1941. — 5 F. Jung, diese Zeitschr. 304, 37. 
1940. — * G. Hecht, ebenda 305, 290, 1940. 
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Cyanid, Azid und Sulfid entsprechen, aber weniger fest sind. Im Gegen- 
-atz zu letzteren ist die Absorption der Verbindungen mit Rhodanid 
und Cyanat der des Hamiglobins sehr ahnlich. Dementsprechend ver- 
halten sich auch die Verbindungen des Muskelhamiglobins. Das Muskel- 
hamiglobinrhodanid hat die beiden Hauptbanden im sichtbaren Bereich 
bei 637 und etwa 518 my. Diese Maxima liegen an der gleichen Stelle 
wie die entsprechenden des Hamiglobinrhodanids. Die von Jung! 
vefundenen Maxima stimmen nach Korrektur (s. Methodik) mit diesen 
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Abb. 6.  Lichtabsorption von Himiglobinrhodanid und Muskelhimiglobinrhodanid. 
Schichtdicke 10 und 30mm. Bezeichnung wie Abb. 2. 


Messungen iiberein. Dem bei etwa 583 my. gelegenen Absorptions- 
maximum des Hamiglobinrhodanids entspricht ein solches des Muskel- 
hamiglobinrhodanids bei etwa 592 my (Abb. 6). Ein abnlicher Unter- 
schied besteht zwischen den Verbindungen des Cyanats mit den Hami- 
globinen. Die Absorptionsmaxima des Muskelhamiglobincyanats und 
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Abb. 7. Lichtabsorption von Himiglobincyanat und Muskelhimiglobincyanat. 
dicke 10 und 30mm. Bezeichnung wie Abb. 2. 


Schicht- 


Hamiglobincyanats stimmen bei 628 und bei etwa 508 my. iiberein, 
wahrend zwischen diesen beiden ein weiteres Maximum beim Hami- 
globincyanat bei 575 und bei Muskelhimiglobincyanat bei 589 my. 
liegt (Abb. 7). Hecht? hatte Maxima des Hamiglobincyanats bei 627 
und 575 my. gefunden. Unsere Messungen stimmen innerhalb der 
Fehlerbreite der Methode mit diesen Daten iiberein. 


1 F. Jung, diese Zeitschr. 304, 37, 1940. ° G. Hecht, ebenda 305, 
290, 1940. 
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Himiglobinsulfid, -azid und -cyanid. 

Die Absorptionsspektren der Verbindungen des Sulfids, Azic- 
und Cyanids mit Hamiglobin unterscheiden sich von denen des Him 
globins, Hamiglobincyanats und -rhodanids dadurch, dab die Absorption 
im roten Gebiet bei etwa gleicher Lage des Maximums erheblic! 
schwacher ist und daB das bei den drei letzteren in der Nahe von 500 m- 
gelegene Absorptionsmaximum in der Nahe von 550 my. liegt. Da 
zwischen ist bei allen Verbindungen ein drittes Maximum gelegen 
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Abb. 8. Lichtabsorption von Hamiglobinsulfid und Muskelhimiglobinsulfid. Schichtdick« 
10mm. Bezeichnung wie Abb. 2. 





Die Absorptionsmax:ma des Ham/‘globinsulfds fanden wir in 
Cbereinstimmung mit Keilin und Hartree! und D abkin und Austin 2 
bei 545, 570 und 630 my. Das Muskelhimig!obinsu'fid hatte ebenfalls 
Max'ma bei 545 und 630my. Das dazwischen gelegene Maximum 
aber bei 579 my, (Abb. 8). 

Die Absorptionsspektren der Azidverbindungen der Hamiglobine 
sind denen der Sulfide sehr ahnlich (Abb. 9). In Ubereinstimmuny 
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Abb. 9. Lichtabsorption von Hiamiglobinazid und Muskelhimiglobinazid. Schichtdicke 
10mm. Bezeichnung wie Abb. 2. 





mit Aeilin® fanden wir die Absorptionsmaxima des Hamiglobinazids 
bei 540, 571 und 630 my. Beim Muskelhimiglobinazid hatte wieder 
das zwischen 550 und 600 my, gelegene Maximum eine abweichende 
Lage: 576 mu. 


' D. Keilinu. E. F. Hartree, Proc. Roy. Soc. London (B) 118, 393, 1933 
2 D. L. Drabkin u. J. H. Austin, J. of biol. Chem. 112, 51, 1936. — 
* D. Keilin, Proc. Roy. Soc. London (B) 121, 165, 1937. 
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Fir das Hamiglobincyanid ist eine breite starke Absorption im 
griinen Gebiet mit einem Maximum um 540 my. charakteristisch. Die 
Absorptionskurve des Hamiglobincyanids '* verlauft rasch ansteigend 
von etwa 510 my. zum Maximum und dann weit abfallend nach 620 my. 
DaB in dieser breiten Absorption, die an sich nur ein Maximum er- 
kennen 1l4Bt, mindestens die bei den fiir Haimiglobinverbindungen des 
hier behandelten Typs charakteristischen zwischen 500 und 600 my 
gelegenen Maxima enthalten sind, wird erst durch den Vergleich mit 
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Abb. 10. Lichtabsorption von Himiglobineyanid und Muskelhamiglobincyanid. Die Farb- 
stoffkonzentrationen wurden so gewiihlt, daB die Absorption bei 540 mu gleich stark war 
Schichtdicke 10mm. Bezeichnung wie Abb. 2. 


dem Muskelhamiglobincyanid sichtbar. Bei Lésungen von Muskel- 
hamiglobineyanid und Hamiglobincyanid, die bei 540 my, vollig gleich- 
starke Absorption haben, verlauft die Absorptionskurve im Gebiet 
zwischen 570 und 600 my. verschieden. Die Absorptionskurve des 
Muskelhamiglobincyanids zeigt gegeniiber der des Hamiglobincyanids 
eine Ausbuchtung, die wohl dadurch zustande kommt, daf ein hier 
befindliches Maximum beim Muskelhamiglobincyanid etwas mehr im 
langwelligen Gebiet liegt als ein entsprechendes Maximum des Hami- 
globincyanids. Genau ist die Lage dieser Maxima nicht zu ermitteln, 
sie liegen aber wie bei den Hamiglobinen und den hier bereits erwahnten 
Verbindungen zwischen 570 und 590 my. (Abb. 10). 

Das Sulfid, Azid und Cyanid des Hamiglobins sind grundsatzlich 
ahnliche Verbindungen, bei denen die Partner in covalenter Bindung 
vereinigt sind 3 und die sich offenbar nur in ihrer Dissoziationskonstanten 
unterscheiden. Zum Vergleich der energetischen Verhaltnisse der 
Bindung dieser Anionen an die Hamiglobine wurden die Gleichgewichte 
des Hamiglobinazids und Muskelhamiglobinazids untersucht. Die Mes- 
sungen wurden in 0,02 mol. Phosphatlésungen vom pu 6,4 bei 18° durch- 
gefiihrt. Die Konzentration an Hamiglobin und Muskelhamiglobin 


! F. Haurowitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 138, 68, 1924. 2 R. Have- 
mann, F. Jung u. B. v, Issekutz, diese Zeitschr. 196, 10, 1940. — * C.D. Coryell, 
F, Stitt u. L. Pauling. J. Amer. chem. Soc. 59, 633, 1937. 
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betrug 3 bis 12 - 1075 Aquivalent Liter. Die Ergebnisse sind in Abb. 1] 
wiedergegeben. Wahrend das Gleichgewicht Muskelhamiglobinazid /Azi:/ 
etwa der theoretischen Kurve eines einfachen Massengleichgewicht:- 
folgt, ist das beim Hamiglobinazid nicht der Fall. Die Kurve der Azid 
bindung in Abhangigkeit von der Azidkonzentration ist der Sauerstoft 
bindung des Hamoglobins ahnlich, sie verlauft nicht hyperbolisc); 
sondern S-férmig. Coryell! wies darauf hin, daB diese Abweichuny 
im Gleichgewicht von Hamiglobin mit Sulfid und Azid ebenso wi 
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Abb. 11. Dissoziationskurve des Himiglobinazids und des Muskelhiimiglobinazids. Die aus 

gezogenen Kurven entsprechen einfachen Massengleichgewichten. Hiimiglobin 4,43 - 10-° 
Aquivalent Liter, Muskelhimiglobin 6,59 - 10-5 Mol Liter. py 6,4. 

@e@@ Muskelhimiglobin, oo0 Hiimiglobin. 
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bei dem von Hamoglobin und Sauerstoff** auf einer gegenseitigen 
Beeinflussung der Hime im Hamoglobinmolekiil beruht, und errechnete 
aus Keilins* Daten fiir Hamiglobinazid einen Sigmoidkoeffizienten ! 
von 1,76, der einer Energie der Ham-Ham-Beeinflussung von 780 ca! 
entspricht.. Wurde aus den in Abb. 11 wiedergegebenen Daten fiir das 
Hb (3)N3\ ited 
Hb (3) gegen log Ns au 
getragen, so hatte die durch die Punkte gelegte Gerade eine Neiguny 
von 1,5. Worauf diese Abweichung im Sigmoidkoeffizienten, 1,5 gegen. 
iiber 1,76, beruht, ist nicht klar. 


Gleichgewicht Hamiglobin-Azid lox ( 


Ein geringer Unterschied in der Bindung von Azid, der iiber den 
experimentellen Fehler hinausgeht, besteht zwischen den beiden Hami- 
globinen: 50°, Hamiglobinazid sind bei einer Azidkonzentration von 
0.7 - 10-5 Mol Liter, 50° Muskelhamiglobinazid bei einer Azidkonzen- 
tration von 1,8- 10-5 Mol/Liter vorhanden. Aus den Messungen von 
Keilin* ergibt sich fiir die Bildung von 50° Hamiglobinazid ein ahn- 
licher Wert, 0,6 —0,8 - 10-5 Mol/Liter. 







1 CO, D. Coryell, J. physic. Chem. 43, 841, 1939. — * L. Pauling, Proc. 
Nat. Acad. Sei. 21, 186, 1935. — 3 C.D. Coryell, L. Pauling u. R. W. 
Dodson, J. physic. Chem. 48, 825, 1939. 4 DP. Keilin, Proc. Roy. Soc. 
London (B) 121, 165, 1937. 


























Verbindungen des Muskelhamoglobins. 


Hdmiglobinfluorid. 

Hamiglobinfluorid weist wie die vorigen Verbindungen des Hami- 
vlobins im sichtbaren Gebiet drei Absorptionsmaxima auf: bei 487, 
543 und 606 my. (Abb. 12). Haurowitz} veréffentlichte eine Absorp- 
tionskurve des Hamiglobinfluorids mit Maxima bei 543 und 606 mu. 
Das Muskelhamiglobinfluorid hatte zwei Maxima bei den gleichen 
Wellenlangen, 487 und 606my. Lediglich das mittlere Maximum 
wich wieder ab, es lag bei 553 my. (Abb. 12). 











600 G50 


Abb. 12. Lichtabsorption von Hiamiglobinfluorid und Muskelhiimiglobinfluorid. Schicht- 
dicke 20mm. Bezeichnung wie Abb. 2 


Die Bindung des Fluorids an das Hamiglobin ist nur locker: Lip- 
mann? fand die Dissoziationskonstante zu K’ — 0,013, Haremann ? 
bei pu 6,8 zu K’ = 0,012. Nach magnetischen Messungen von Coryell, 
Stitt und Pauling4 ist die Bindung Hamiglobin—Fluorid anderer 
Art als die des Himiglobin—Azids, nimlich vornehmlich Lonenbindung. 
Darum wurden auch fiir die Verbindungen des Fluorids mit Hami- 
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Abb. 13. Dissoziationskurve des Hiimiglobinfluorids und Muskelhimiglobinfluorids. Die aus- 
gezogene Kurve ist die theoretische Kurve eines einfachen Massengleichgewichts. Himi- 
globinkonzentration 2,1 - 10-5 Aquivalent/Liter, Muskelhimiglobinkonzentration 2,93 - 10-5 
Mol/Liter. py 6,5. 


@e@@ Muskelhimiglobin, coo Haimiglobin. 

1 F. Haurowitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 194, 98, 1931. 2 EF. Lip- 
mann, diese Zeitschr. 206, 171, 1929. 3 R. Havemann, unveroffentlichte 
Versuche im Pharmakolog. Institut Berlin. 1 C.D. Coryell, F. Stitt u. 
L. Pauling, J. Amer. chem. Soc. 59, 633, 1937. 
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globin und Muskelhamiglobin die Dissoziationskonstanten gemessen 
Die Messungen wurden in 0,02 mol. Phosphat vom pu 6,5 und 18° durch 
gefiihrt. Die Dissoziationskonstante des Hamiglobintluorids wurde 2): 
K’ = 0,010 ermittelt. Fiir die Dissoziationskonstante des Muske! 
hamiglobinfluorids ergab sich innerhalb der MeBgenauigkeit der gleich: 
Wert. Die MeBergebnisse eines Versuchs sind in Abb. 13 wiedergegeben 
Die geringen Abweichungen der Werte in héheren Fluoridkonzen 
trationen von der theoretischen Kurve sind durch Anderung der 
ionic strength bedingt, fiir die hier nicht korrigiert wurde. 


Verbindungen mit Himochromogenbildnern. 


Wird Oxy-Hamoglobin in wasseriger Lésung mit einer geringen 
Menge Hydrazinhydrat versetzt, so wird ein wenig reduziertes Hamo- 
globin gebildet und bei Erhéhung der Konzentration Hydrazinhamo 
chromogen. Wird Muskelhimoglobin in gleicher Weise behandelt, s 
entsteht zunachst eine Verbindung mit Absorptionsmaxima bei 566. 
544, 536 und 528 my. Diese Beobachtung hat zuerst Schumm! gemacht 
Bechtold? hat den Befund bestatigt und gezeigt, daB auch Zusatz kleine: 
Mengen Pyridin zu reduziertem Muskelhamoglobin zur Bildung der 
gleichen Verbindung fiihrt und daB Schiitteln mit Sauerstoff in der 
Lésung wieder O,-Muskelhimoglobin entstehen laBt. Die Lage der 
Maxima der Muskelhamoglobin-Pyridin- (bzw. Hydrazin-) Verbindung 
gibt Bechtold bei 565, 552, 535 und 525 my. an. 

Wurden zu 2ccm einer durch Natriumhyposulfit reduzierten 
0,1°,igen Muskelhamoglobinlésung in Phosphat von px 7,2 0,05 ccm 
einer 10°, igen Pyridinlésung zugesetzt, so traten im Spektrum statt 
der breiten Absorption des reduzierten Hamoglobins vier Banden auf 
bei 565, 555, 5385 und 528 my. Wurde die Pyridinkonzentration vor- 
sichtig weiter erhéht bis zu einer Gesamtkonzentration von etwa 1,5 °, 
so blieb die Lage der Absorptionsmaxima unverandert, aber die Banden 
bei 528 und 565 my. wurden ein wenig starker. Weitere Erhéhung der 
Pyridinkonzentration bis etwa 8°, lie8 die Absorptionskurve praktisch 
unverandert. In einer Lésung von 15 bis 20% Pyridin verschwand 
das vierbandige Spektrum und statt dessen trat ein typisches zwei- 
bandiges Himochromogenspektrum mit Maxima bei 524 und 558 mv 
auf. Wurde die Lésung bei einem Pyridingeha!t von 1 bis 2°, mit Luft 
geschiittelt, so entstand Oxymuskelhamoglobin neben Muskelhamiglobin 
und einem anderen Farbstoff, der im roten Gebiet stark absorbierte 
(Abb. 14), in von Fall zu Fall wechselndem Anteil. 


! O. Schumm, Zeitschr. f. physiol. Chem. 149, 111, 1925. 2 EB. Bech- 
told, Der Muskelfarbstoff, Stuttgart 1935. 
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Durch Zusatz von Hydrazinhydrat zu Muskelhamoglobinlésungen 
entstand eine Verbindung mit abnlicher Absorption wie die Pyridin- 
verbindung, doch trat mit Erhéhurig der Hydrazinkonzentration von 5 
if 30°, eine Verschiebung der Banden ins kurzwellige Gebiet ein. 
So wanderte die Bande bei 566 my. in 5°,, Hydrazinhydrat nach 561 mv, 
in 30% Hydrazinhydrat. Es handelt sich bei dieser Veranderung woh! 
um die gleiche Reaktion, die Bechtold und Pfeilsticker! bei langerem 
Stehen von Hydrazinhimochromogen aus Muskelhamoglobin beob- 
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Abb. 14. Lichtabsorption der Muskelhiimoglobin-Pyridinverbindung. 
——_ 2 ccm 0,1 %iges Muskelhimoglobin in Phosphat, py 3,9, + 0,3 cem 10% iges Pyridin, 
reduziert mit Hyposulfit. 
— Die gleiche Lésung nach Schiitteln mit Luft. Schichtdicke 40 mm 


achteten und die Fischer und Gibian? als eine Reduktion der Viny]- 
gruppe des Protohams deuten konnten. Die Absorptionsmaxima der 
Mesohimochromogene liegen um 10 my. weiter im kurzwelligeren 
Gebiet als die der Protohamochromogene (Zei/e und Gnant *). 

Aus Hamoglobinlésungen konnten unter gleichen Bedingungen 
keine entsprechenden Verbindungen mit Hydrazin oder Pyridin her- 
gestellt werden. 

Durch Zugabe von unverdiinntem Pyridin zu Lésungen von Muskel- 
hamoglobin wurde ebenso wie aus Hamoglobin und Pyridin Pyridin- 
himochromogen gebildet. 

Durch sehr geringe Konzentrationen von Pyridin (2 Tropfen 
10 °,iges Pyridin auf 5ccm) wurde reduziertes Hamoglobin in Hamo- 


chromogen verwandelt, wenn das Hamoglobin in einer 50 °,igen 


Harnstofflésung gelést war. Unter den gleichen Bedingungen wurde 
aus Muskelhamoglobin durch Pyridin ebenfalls Hamochromogen ge- 
bildet und nicht die in Abwesenheit von Harnstoff entstehende Pyridin 
verbindung. 


' E. Bechtold u. K. Pfeilsticker, diese Zeitschr. 807, 194, 1941. 
* H. Fischer u. H. Gibian, diese Zeitschr. 308, 129, 1941. 3K. Zeil 
u. G. Gnant, Zeitschr. f. physiol. Chem. 268, 147, 1940. 
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Ein deutlicher Unterschied ergab sich zwischen Hamoglobin w 
Muskelhamoglobin in der Harnstoffkonzentration, die die Ham: 
chromogenbildung bei gleicher niedriger Pyridinkonzentration herbe 
fiihrte. So wurde durch Pyridin in einer Konzentration von 0.5 
Pyridin bei px 6,8 bis 7,5 in Gegenwart von Natriumhyposulfit dure! 
30° Harnstoff die vierbandige Muskelhamoglobin-Pyridinverbindun 
vollstandig in Himochromogen umgewandelt. Nach Behandeln mi 
Sauerstoff war kein Oxymuskelhimoglobin nachweisbar. Demgegeniily 
wurde Hamoglobin in gleicher Konzentration durch die gleiche Pyridi: 
konzentration erst bei einer Harnstoffkonzentration von 40°, nur tei 





GIO 


G5 





2 
700 G50 600 550 500 #50 
Abb. 15. Bildung von Cyanhimochromogen aus Muskelhimoglobin bei neutraler Reaktion 
3 ccm 0,1%iges Muskelhiimoglobin in 0,1 mol. Phosphat, py 6,8, reduziert mit Hyposultit 








Nach Zugabe von 0,5 ecm Blausiiureldsung (100g KCN + 4,0¢ KH,PO,in lO cen 
Wasser). Sechichtdicke 40 mm. 


weise in Hamochromogen verwandelt. Nach Schiitteln mit Luft er 
schien in der Lésung etwa 30°, des urspriinglichen Hamoglobins al- 
Oxvhamoglobin. 

Wurden etwa 0,1%ige Muskelhamoglobinlésungen in Phosphat 
von pu 6,8 mit Natriumhyposulfit reduziert und zu 3 ccm der Lésung 
0,5ccm Blausdurelésung (10g KCN +4,0g KH.PO, in 10 cen 
Wasser, frisch bereitet) zugesetzt, so inderte sich das Spektrum und das 
breite Maximum des reduzierten Muskelhamoglobins zwischen 55) 
und 560 my, wich zwei Maximis bei etwa 564 und 535 my. (Abb. 15). 
Nach Schiitteln mit Luft entstand Oxymuskelhamoglobin und ein wenig 
Muskelhamiglobincyanid. Offenbar wurde hier ein Teil des Muskel- 
hamoglobins durch die Blausiure in Cyanhimochromogen tibergefiihr' 
und dieses bildete bei der hohen Blausadurekonzentration die Cyan- 
verbindung mit zwei Banden bei 534 und 565 my. Es ist allerdings 
auch méglich, daB eine der Pyridinverbindung entsprechende Cyan- 
verbindung des Muskelhimoglobins gebildet wurde, deren Absorptions- 
maxima an der gleichen Stelle wie die des Cyanhamochromogens liegen. 

Unter den gleichen Bedingungen wurde reduziertes Hamoglobin 
durch Blausaéure nicht veraindert. Wohl aber reagierte Hamoglobin 
mit Blausdiure in Harnstofflésung. Die ersten sicheren Veranderungen 
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der Absorptionskurve waren bei einer Harnstoffkonzentration von 20 
bis 25°, festzustellen. In 35°,iger Harnstofflésung wurde beim Hamo 
globin unter sonst gleichen Bedingungen (HCN-Konzentration, px) 
etwa die der Abb. 15 entsprechende Veranderung der Absorptions- 
kurve beobachtet. 

In Lésungen von niedrigerer Wasserstoffionenkonzentration er- 
folgte die Ablésung des Haims vom Globin leichter. Bei Sauerstoff- 
zutritt wurde das entstandene Cyanhamochromogen in alkalischer 
Lésung leicht zu Verdochromogen CN oxydiert (s. unten). 

Wegen der Ahnlichkeit der Lage der Absorptionsmaxima der 
Muskelhamoglobin-Pyridinverbindung mit der der Maxima des Cyto- 
chroms b + ¢ (566, 550, 528, 520 mu)! nahm Bechtold ** an, daB es 
sich bei der Bildung der Muskelhamoglobin-Pyridinverbindung um eine 
reversible Cytochrombildung handelt. Das von Keilin 4 isolierte Cyto- 
chrom ¢ mit Absorptionsmaximis bei 520 und 550 my. halt Bechtold 
fiir ein Kunstprodukt, das durch denaturierende Operationen (hohe 
Temperatur, Saure) bei der Isolierung entsteht. 

Auf Einzelheiten der Beziehung Cytochrom—Muskelhamoglobin, ins- 
besondere auf die wichtige Frage der katalytischen Wirkung der Muskel- 
hamoglobin-Pyridinverbindung wird an anderer Stelle eingegangen werden. 
Es sei hier lediglich darauf hingewiesen, dai Cytochrom ¢ sich auch ohne 
denaturierende Eingriffe von anderen Farbstoffen trennen laBt, und zwar 
ist es leicht aus dem Extrakt, aus dem Muskelhamoglobin gewonnen wird. 
zu erhalten. Zuniaichst war die Absorption bei 520 und 550 mu neben dem 
Oxymuskelhimoglobin schon im frischen Muskelextrakt nachweisbar. 
Wurde der Muskelextrakt nach Bleifallung und Phosphatzusatz bis 
auf 3 Mol/Liter geniigend lange gegen gesattigte Ammoniumsulfatlésung 
dialysiert, so da das Muskelhamoglobin vollstandig auskristallisierte, 
so blieb eine rote Lésung zuriick, die nach Reduktion ein typisches Ab- 
sorptionsspektrum des Cytochroms c *® mit Maxima bei 520 und 550 my 
zeigte. Wurde die Lésung mit Dioxan durcbgeschiittelt, so ging das Cyto- 
chrom aus der Lésung und sammelte sich an der Grenze Dioxan—Wasser an. 
Das Cytochrom konnte auch durch Ansiéuern der Lésung mit Trichlor- 
essigsaure ausgefallt werden. In jedem Falle hatte das wieder aufgeloste 
Cytochrom die gleiche Absorption wie vorher. Gegen die begriindete An- 
nahme der Existenz von Cytochrom c in Zellen scheint uns ein zwingender 
Einwand noch nicht vorzuliegen. 

Ubereinstimmung der Absorption der Muskelhamoglobin-Pyridin- 
verbindung mit der des Cytochroms b + ¢ ist eigentlich nur bei 566 my 
gegeben. Die drei anderen Maxima der Cytochrome liegen um 5 bis 7 mu 
weiter im kurzwelligeren Gebiet. 

Eine Identitat der aus Muskelhamoglobin und Pyridin entstehenden 
Verbindung mit dem Cytochrom ¢ wird ferner durch die Untersuchungen 


1 D. Keilin, Erg. Enzymforschung 2, 239, 1933. * BF. Bechtold, 
Der Muskelfarbstoff, Stuttgart 1935. 3 EF. Bechtold u. K. Pfeilsticker. 
diese Zeitschr. 307, 194, 1941. — 4 D. Keilin, Proce. Roy. Soc. London (B) 
98, 312, 1925. — ° D. Keilin u. E. F. Hartree, ebenda 122, 298, 1937. 

Biochemische Zeitschrift Band 312. 10 
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von Zeile und Meyer! im héchsten MaBe unwahrscheinlich gemacht. Ze, 
und Meyer fanden, da8 das Porphyrin des Cytochroms ¢ an einer Seite 
kette einen Cysteinrest tragt. Demnach sind also die prosthetischen Grupy: 
von Cytochrom ¢ und Muskelhamoglobin verschieden.* 


Verdoglobine. 


Durch verschiedene gekoppelte Reaktionen kénnen Hamoglobi), 
und Muskelhamoglobin zu griinen Farbstoffen, Verdoglobinen, oxydier 
werden. Genauer bekannt sind bisher die Produkte dreier solche: 
Reaktionen: das Verdoglobin A, das durch gekoppelte Oxydatio: 
von Hamoglobin und Ascorbinséure durch molekularen Sauerstof! 
entsteht >**, das Verdoglobin S, das am langsten bekannt ist ® und 
das durch gekoppelte Oxydation von Himoglobin und Schwefelwasse: 
stoff durch molekularen Sauerstoff gebildet wird®, und das Verdo 
globin CN, das bei der Umsetzung von Hamoglobin und Blauséure mit 
Wasserstoffperoxyd entsteht ’. Die Verdoglobine sind einander ahi 
lich, jedoch alle drei voneinander zu unterscheiden. Die Verdoglobin 
und entsprechenden Muskelverdoglobine sind z.T. sehr ahnlich, z. T 
deutlich verschieden. Die aus Verdoglobin und Muskelverdoglobin 
erhaltenen Verdochromogene ‘sind jeweils gleich. 


Verdoglobin A (Choleglobin). 


Zur Darstellung von Verdoglobin A wurden zu 10 cem 0,1 bis 
1,0 %iger Hamoglobinlésung in 0,1 mol. Phosphat von px 7,4 5 bis 
50 mg neutraler Ascorbinatlésung gegeben und die Lésung 1 bis 3 Stunden 
bei 37° gehalten. Dann war ein Teil des Hamoglobins in Verdoglobin .\ 
iibergefiihrt. Der Farbstoff hatte, so wie er nach der angegebenen 
Reaktionszeit vorlag, zwei Banden im Roten bei 670 und 630 my. 

Nach Reduktion mit Hyposulfit verschwand die Bande bei 670 m») 
und die bei 630 my, wurde starker. Der reduzierte Farbstoff bildete 
eine CO-Verbindung mit einem Absorptionsmaximum bei 630 m: 
(Abb. 16). Hamochromogenbildner bildeten aus dem Verdoglobin 
Verdochromogene. Pyridin-Verdochromogen A _ hatte neben eine: 
schwachen Bande zwischen 660 und 670 my eine stirkere bei 620 mv. 
Es bildete eine CO-Verbindung mit einem Absorptionsmaximum be 


1 K. Zeile u. H. Meyer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 262, 178, 1939. 

* Anmerkung bei der Korrektur. Vgl. hierzu die Bemerkungen von H. Theo- 
rell, diese Zeitschr. 310, 422, 1942. — ? A. B. Anderson u. P. D’ A. Hart. 
J. Pathol. Bacteriol. 39, 465, 1934. — *% S. Edlbacher u. A. von Seegesser. 
Naturwiss. 25, 461, 557, 667, 1937. — 4 R. Lemberg, J. W. Legge u. W.H. 
Lockwood, Biochem. J. 38, 754, 1939. — ° F. Hoppe-Seyler, Zentralbl. 
med. Wiss. 1, 433, 1863. 6 M. Kiese, noch nicht veréffentlichte Unter 
suchungen. — 7 G. Barkan u. O. Schales, Zeitschr. f. physiol. Chem. 253. 
83, 1938. 
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632 mu. (Abb. 17). Durch Zusatz von Hydrazinhydrat zu Verdoglobin A 
entstand Hydrazin-Verdochromogen A mit einem Absorptionsmaxi- 
mum bei 617 my. und einer schwacheren Bande bei etwa 670 m1. 
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Abb. 16. Lichtabsorption von Ver- Abb. 17. Lichtabsorption von Pyridin 
doglobin A. Verdochromogen A. 
—— Lisung 2 Std. nach Umsetzung —— Pyridin-Verdochromogen A (Hy- 
von Hiimoglobin und Ascorbin- posulfit als Keduktionsmittel). 
siiure mit Sauerstoff bei 35°. - C O-Pyridin-Verdochromogen A 
~ Nach Reduktion mit Hyposulfit. 
CO-Verdoglobin A. 


Das Chromogen bildete eine CO-Verbindung mit dem Absorptions- 
maximum bei 633 my. (Abb. 18). 

Wahrend der Niederschrift dieser Arbeit wurden uns Arbeiten 
von Lemberg, Legge und Lockwood 1 zuganglich, die sich mit Verdoglobinen 
und Verdochromogenen beschaftigen und insbesondere das Verdo- 
globin A sehr eingehend untersuchen. Lembergs Untersuchungen er- 
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Abb. 18. Lichtabsorption von Hydrazin- Abb. 19. Lichtabsorption von Muskel- 
Verdochromogen A. verdoglobin A. 
——— Hvdrazin-Verdochromogen A. ——  Losung nach einstiindiger Um- 
- © O-Hydrazin-Verdochromogen A. setzung von Muskelhiimoglobin 
mit Sauerstoff und Ascorbinsaure. 
Nach Reduktion mit Hyposulfit 
C O-Muskelverdoglobin A. 


strecken sich auch noch auf andere hier nicht beriihrte interessante 
Fragen. Die oben mitgeteilten Daten stimmen mit denen Lembergs 
weitgehend iiberein. Auf die von Lemberg erérterte Frage der Identitat 


1 R. Lemberg, I. W. Legge u. W. H. Lockwood, Biochem. J. 35, 328, 
339, 353, 363, 1941. 
10* 
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von Verdochromogen A und Verdochromogen CN wird spater no: 
eingegangen. In diesem Zusammenhang ist das Hydrazin-Verdochr 
mogen A wichtig, tiber das Lemberg keine Angaben macht. 

Das Muskelverdoglobin A hatte ebenfalls zwei Banden im rot: 
Gebiet. Eine lag wie beim Verdoglobin A bei etwa 670 my, wahren| 
die andere bei etwa 640 my. lag. Nach Reduktion mit Hyposulfit a: 
nurmehr die Bande bei 640 my, vorhanden. Die CO-Verbindung «e- 
Muskelverdoglobins A hatte ein Absorptionsmaximum bei 536 m 
(Abb. 19). Die aus Muskelverdoglobin A gebildeten Verdochromogen: 
glichen denen aus Verdoglobin A. 


Verdoglobin S (Sulfhdmoglobin) . 


Verdoglobin S wurde durch Einleiten von Schwefelwasserstoff i: 
Lésungen von Oxy-Hamoglobin in 0,1 mol. Phosphat vem pu 6,6 ede 
durch Schiitteln von Hamoglobinlésungen mit Gemischen von Schwefe! 
wasserstoff und Sauerstoff von wechselnden 
Partialdrucken hergestellt. In Ubereinstim 
mung mit der Mehrzahi fritherer Unter 
sucher !}** 4 fanden wir das Absorptions 
maximum des Verdoglobins S’ bei 620 m: 
Die CO-Verbindung des Verdoglobins S_ hatt: 
ihr Absorptionsmaximum bei 616 my. Dir 
Bande des Pyridin-Verdochromogen S lag be: 











50 Wom 612, die des Hydrazin-Verdochromogen 8 bei 


Abb. 20. Lichtabsorption von 610 my. Die Kohlenoxydverbindungen hatter 


ec : ihre Banden ein wenig weiter im langwellige: 

(Hyposulfit als Reduk- Gebiet: CO-Pyridin-Verdochromogen S _ be: 

pp 624 my. und CO-Hydrazin-Verdochromogen $ 

bin 8. bei 618 my. Die Absorption der Verdochromo 

gene S war im roten Gebiet erheblich geringer 

als die des Verdoglobin S. Sie nahmim Laufe der Zeit weiter ab. Offen 

bar waren die Verdochromogene unter den gegebenen Bedingungen 
wenig bestandig. 

Bei gleichem Sauerstoffdruck (140 mg Hg) und Schwefelwasserst off 
druck (70 mm Hg) verlief die Oxydation von Muskelhimoglobin und 
Schwefelwasserstoff schneller als die von Hamoglobin und Schwefe! 
wasserstoff 5. Das dabei gebildete Muskelverdoglobin S war dem Verdo 
globin S offenbar sehr ahnlich, Es hatte seine Absorptionsbande im roten 


' D. L. Drabkin u. J. H, Austin, J. of biol. Chem. 112, 51, 1936. 
* G. Barkan u. O. Schales, Zeitschr. f. physiol. Chem. 254, 241, 1938. 
3’ H.O. Michel, J. of biol. Chem. 126, 323, 1938. — 4 F. Jung, Arch. f. 
exper. Path. u. Pharm. 194, 16, 1939. 5 M. Kiese, noch nicht vei 
6ffentlichte Untersuchungen. 
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Gebiet nach Reduktion mit Hyposulfit ebenfalls bei 619 bis 620 my 
und bildete eine CO-Verbindung mit einer Bande bei 616 mp. (Abb. 20). 
Michel} fand das Absorptionsmaximum des Muskelverdoglobins 8 bei 
617 bis 618 my. und das des CO-Muskelverdoglobins S um wenige my. 
nach Blau verlagert. 


Verdoglobin CN (Pseudohdmoglobin). 

Zur Darstellung des Verdoglobins CN wurde Barkans 2 Verfahren 
insofern modifiziert, als die aus der Zugabe groBer Mengen von Kalium- 
evanid resultierende stark alkalische Reaktion vermieden wurde. 
200 cem etwa 10° ,iger Hamoglobinlésung wurden in eine Lésung von 
20g Kaliumeyanid in 200 cem 10°, iger Phosphorsdure oder, 10° ,iger 
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Abb. 21. Lichtabsorption von Verdoglobin CN. 
—— Verdiglobin CN. 
- Verdoglobin CN (Hyposulfit als Reduktionsmittel) 
C O-Verdoglobin CN. 


Essigsaure gegossen, unter Riihren 30 ccm 30°, iges Wasserstoffperoxyd 
(Perhydrol) zugesetzt und das GefaiB leicht verschlossen. Nach 3 bis 
5 Stunden Stehen bei Zimmertemperatur wurde die Lésung mehrere Tage 
in Cellophanschlauchen gegen flieBendes Wasser und anschlieBend im 
E sschrank gegen destilliertes Wasser dialysiert. Dabei fiel ein groBer 
Teil des Proteins als griiner Niederschlag aus. In Lésung blieb das Verdi- 
globin CN. Die Umwandlung in griine Farbstoffe war unter diesen 
Bedingungen manchmal vollstandig, so dais’ Hamoglobin nicht mehr 
nachweisbar war. In anderen Ansatzen waren zum SchluB neben dem 
yriinen Farbstoff noch wechselnde Mengen Ham‘globin vorhanden. 
Das Verdiglobin CN hatte ein Absorptionsmaximum bei etwa 600 mv. 
Durch Reduktion mit Natriumhyposulfit wurde die Absorption im Rot 
verstarkt, gleichzeitig wanderte das Absorptionsmaximum nach 628 
bis 680 my. Das Verdoglobin CN bildete eine Kohlenoxydverbindung 
mit einem Absorptionsmaximum an der gleichen Stelle, aber noch 
stirkerer Absorption (Abb. 21). 


' H.O. Michel, J. of biol. Chem. 126, 323, 1938. 2G. Barkan vw. 
O. Schales, Zeitschr. f. physiol. Chem. 258, 83, 1938. 
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Fiir die Annahme eine Verrbindung eines griinen Hams mit intakte: 
Protein sprach einmal die gelegentliche Anwesenheit von Hamiglobi: 
in der endlichen Lésung. Diese bewies, daB unter den Reaktionsbedin 
gungen Globin intakt erhalten bleiben konnte. Weiter wies die Léslic], 
keit in Wasser bei neutraler Reaktion (Dialyse) auf nicht denaturiert: 
Globin hin. SchlieBlich konnte das Verdoglobin durch Himochromoge, 
bildner in Verdochromogen tibergefiihrt werden. 

Durch Zugabe von Pyridin wurde das Maximum des Verdiglobin- 
von 600 nach 6)8 my verlagert, nach Reduktion erschien eine Banc 
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Abb, 22. Lichtabsorption von Pyridin-Verdochromogen CN. 
——— Verdiglobin CN 
Pyridin-Verdichromogen (durch Zusatz von Pyridin zur Verdiglobin © N-Losu 
Pyridin-Verdochromogen (Hyposulfit als Reduktionsmittel). 
C O-Pyridin-Verdochromogen. 


bei 618 my. Dieses Pyridinverdochromogen CN bildete eine CO-Ve: 
bindung mit einem Absorptionsmaximum bei 629my (Abb. 22 
Globin-Verdochromogen CN wurde aus Verdoglobin CN durch Zusat 
von starker Lauge und Reduktion gebildet. Das Absorptionsmaximu! 
dieses Verdochromogens lag nahe bei dem des Pyridin Verdochromogen- 
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Abb. 23. Liehtabsorption von Hydrazin-Verdochromogen CN. 
— Hydrazin-Verdochromogen CN. 
——— CO-Hydrazin-Verdochromogen CN. 


Hydrazinhydrat bildete aus dem Verdoglobin CN Hydrazinverdo 
chromogen CN mit einem Absorptionsmaximum bei 615 my, die CO- 
Verbindung hatte das Absorptionsmaximum bei 624 my, (Abb. 23). 
Als ein sehr einfacher Weg zur Bildung von Verdochromogen CN 
mit meist sehr vollstandiger Umwandlung erwies sich die Behandlung 
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verdiinnter Lésungen (0,1°) von Hamoglobin oder Muskelhamoglobin 
mit Cyanid und Hyposulfit in diinner Fliissigkeitsschicht bei Luftgegen- 
wart. Zu 5ccem 0,1° ,iger Hamoglobinlésung wurden 200 bis 400 mg 
KCN und wiederholt kleine Mengen Na.S.O, gegeben. Es bildete sich 
dann Cyanhamochromogen und schon nach wenigen Minuten war die 
Entwicklung der Bande im Roten zu beobachten. Aus Hamoglobin 
und Muskelhamoglobin wurden auf diesem Wege Verdochromogene 
erhalten, die einander und dem aus Verdoglobin gewonnenen spektro- 
skopisch glichen. 

Barkan und Schales! beschrieben bei ihren mit KCN und H,O. 
hergestellten griinen Verbindungen neben der Bande im Roten noch 
zwei Banden im Griinen. Diese Banden kommen offenbar dem Cyan- 
protohamochromogen zu. Sie bedeuten also unvollstandige Umwandlung 
in griinen Farbstoff. Barkan und Schales beobachteten ebenfalls nach 
Dialyse des Reaktionsgemisches eine Verbindung, die nach Reduktion 
eine Bande bei 630 my. hatte. Zugabe von Alkali oder Pyridin verschob 
die Bande nach Blau. Es wurde aber wohl noch nicht klar erkannt, 
daB es sich hier um Verdoglobin und die Uberfiihrung in Verdochromogen 
handelte. 

Havemann 2 berichtete tiber die Bildung eines griinen Farbstoffs 
bei Behandlung von Hamoglobin bei neutraler Reaktion mit sehr 
niedriger Konzentration von Kaliumeyanid und Wasserstoffperoxyd 
Er nahm eine vollstandige Umwandlung des Himoglobins in den griinen 
Farbstoff an und gab ein Spektrum mit drei Banden fiir den Farbstoff 
bei 630, 572 und 540 my, (korrigiert, s. Methodik) an. Unter den von 
Havemann gewahlten Bedingungen war uns aber eine vollstandige 
Umwandlung des Hamoglobins auch nicht annahernd méglich. Offenbar 
war das in Havemanns Versuchen auch nicht der Fall, denn die von ihm 
abgebildete Absorptionskurve ist wohl die einer Mischung von CO-Hamo- 
globin mit CO-Verdoglobin CN. Unter Beriicksichtigung der Tatsache, 
daB die spezifische Extinktion vom CO-Verdoglobin CN bei 628 my. 
weit gréBer ist als die von CO-Haimoglobin bei 572 my, ergibt sich fiir 
Havemanns abgebildete Absorption eine Umwandlung von 20 bis 30°, 
der urspriinglichen Hamoglobinmenge. Havemanns Annahme, daB der 
unter den von ihm gewahlten Bedingungen entstehende griine Farb- 
stoff ein Verdoglobin und nicht ein Verdochromogen war, wird durch 
unsere Untersuchungen bestatigt. 

Lemberg? kommt durch seine Untersuchungen offenbar zu der 
Ansicht, daB das Verdochromogen CN mit dem Verdochromogen A 


1G. Barkan u. O. Schales, Zeitschr. f. physiol. Chem. 258, 83, 1938. 
— ® R. Havemann, diese Zeitschr. 308, 1, 1941. 3 R. Lemberg, J. W. 
Legge u. W. H. Lockwood, Biochem. J. 35, 328, 339, 353, 363, 1941. 
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identisch ist. Tatsachlich lassen sich die beiden Verdoglobine uni‘ 
Pyridin- Verdochromogene sowie deren CO-Verbindungen nach der Lay; 
der Absorptionsmaxima nicht sicher unterscheiden. Allenfalls wecke: 
die Maxima der CO-Pyridin-Verdochromogene Zweifel an der Ident itt 
Demgegeniiber haben die CO-Hydrazin-Verdochromogene stark a} 
weichende Absorptionsmaxima, so daf die Verbindungen nicht ident is «| 
sein kénnen. 

Die Darstellung von Muskelverdoglobin CN gelang nicht so gut 
wie die des Verdoglobins CN. Offenbar ist das Muskelverdoglobin (\ 
nicht so stabil wie das Verdoglobin CN. Das gleiche scheint fiir d:- 
Muskelverdoglobin A zu gelten. Die Absorption des Muskelverdo- 





Abb. 24.  Lichtabsorption von Muskel- 
verdoglobin CN. 
——— 20cem Lésung von 2,7°%igem 
415|—— | ‘ Oxymuskelhimoglobin in 0,1 mol 
Phosphat von py 7,0 + 1 cem 
G50}+-— : 5% iges Kaliumeyanid + 1 ccm 
0,3°% iges Wasserstoffperoxyd. 
G25 _ ne Lésung nach Reduktion mit Hy- 
posulfit: Muskelverdoglobin CN. 
on $50 C O-Muskelverdoglobin CN. 


S| 











globins CN im roten Spektralgebiet wurde vornehmlich in Lésungen 
untersucht, in denen durch Anwendung geringer Konzentrationen 
von Blauséure und Wasserstoffperoxyd nur ein Teil des Muskelhamo- 
globins in Muskelverdoglobin CN umgewandelt war. Einer solchen 
Lésung entstammen die in Abb. 24 wiedergegebenen Daten. Wie bei 
den Verdoglobinen A hat auch bei den Verdoglobinen CN das Muske! 
verdoglobin seine Absorptionsbande im roten Gebiet um wenige m: 
ins langwellige Gebiet gegeniiber dem Verdoglobin CN verlagert 
Muskelverdoglobin etwa 640 my, CO-Muskelverdoglobin CN 636m» 

. Die unverhaltnismaBig viel starkere Absorption des CO-Muske|- 
verdoglobins ist hier mit der des Muskelverdoglobins nicht zu vergleichen 
Kine so starke Bande des CO-Muskelverdoglobins wurde nur beobachtet 
wenn in das Gemisch aus Muskelverdiglobin, Muskelhamiglobineyvanid 
und Oxymuskelhamoglobin Kohlenoxyd eingeleitet und dann erst 
mit Hyposulfit reduziert wurde. Durch Einleiten von Kohlenoxyi 
nach der Reduktion mit Hyposulfit wurde eine deutlich schwachere 
Bande beobachtet, die in ihrer Lage gelegentlich auch dem CO-Globin- 
Verdochromogen CN naher stand. Unter den gegebenen Bedingungen 
war das Muskelverdoglobin CN offenbar nicht sehr bestaindig, woh! 
aber das CO-Muskelverdoglobin. 


Die Him-Protein-Bindung der Hamoglobine. 


Die Absorptionsspektren der Verbindungen des Hamoglobins und 
Muskelhamoglobins zeigen im Bereich von 400 bis 700 my. eine grobe 
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\hnlichkeit. Alle entsprechenden Verbindungen haben die gleiche 
Zahl von Absorptionsbanden. Auch das Starkeverhaltnis der Banden 
ist bei entsprechenden Verbindungen gleich. Die spezifische Absorption 
der Muskelhamoglobinverbindungen ist geringer als die der Hamoglobin. 
verbindungen. Der Unterschied entspricht etwa dem von Theorcl]} 


bei den O,- und CO-Verbindungen gemessenen. 

In der Lage der Absorptionsmaxima ergibt sich aber ein systemati- 
scher Unterschied. Alle hier untersuchten Derivate des Hamoglobins 
mit Ausnahme der griinen Farbstoffe haben u.a. ein Absorptions- 
maximum zwischen 550 und 600 my. Bei den Derivaten des Muskel- 
hamoglobins liegt dieses Maximum um 5 bis 10 my, weiter nach dem 
roten Gebiet als bei den entsprechenden Derivaten des Hamoglobins, 
wahrend die Lage der anderen Maxima, wenn iiberhaupt, nur auferst 
veringe Abweichungen zeigt. Diese Bande, die in den O,- und CO-Ver- 
bindungen als x-Bande bezeichnet wurde, hat eine allgemeinere Be- 
deutung. Sie wird hier auch bei den anderen Hamoglobinverbindungen 
als «-Bande bezeichnet. Es ist anzunehmen, dal die Lage dieser Bande 
von der Bindung des Haims an das Protein wesentlich mitbestimmt 
wird. Die Lage der «-Bande mehr im langwelligen Gebiet kann dann 
einen geringeren Energieinhalt der Bindung beim Muskelhaimoglobin 
hedeuten. 

Bei den Verdoglobinen entspricht offenbar die zwischen 616 und 
640 my. gelegene Bande der x-Bande der Hamoglobine. 

Neben der Ham-Protein-Bindung kénnte die gegenseitige Beein- 
flussung der Hime im Hamoglobinmolekiil Ursache der Abweichung 
der Lage der «-Bande sein, da das Hamoglobin vier Hame, das Muskel- 
hamoglobin nur ein Ham pro Molekiil enthalt. Die Tatsache, dal 
Hamoglobin in Harnstofflésung, in der das 68000-Molekiil in zwei Teile 
gespalten ist2, keine Anderung der Lichtabsorption aufweist, spricht 
nicht sicher dagegen, da immer noch die Vereinigung von zwei Hamen 
an einem Globin vom Molekulargewicht 34000 vorhanden ist. Wenn 
die Verschiebung der Lage der z-Bande beim Hamoglobin gegeniiber 
dem Muskelhamoglobin durch Hiam-Ham-Beeinflussung bedingt ware, 
dann sollte man einen Zusammenhang zwischen der Starke der Lage- 
abweichung der x-Bande und der Ham-Ham-Beeinflussung erwarten. 
Die gegenseitige Beeinflussung der Hime im Hamoglobinmolekiil » ' 
ist bei der Bindung verschiedener Stoffe ans Hamoglobin verschieden. 
Gemessen am Sigmoidkoeffizienten °*, der dem n in Hills © empirischer 

1 H. Theorell, diese Zeitschr. 268, 55, 1933. 2 J. Steinhardt, J. of 
biol. Chem, 1238, 543, 19338. 3 G.S. Adair, J. of biol. Chem. 63, 529, 
1925. — 4 L. Pauling, Proc. Nat. Acad. Sci. 21, 182, 1935. ‘C.D 
Coryell, J. physic. Chem. 48, 841, 1939. 6 4. V. Hill, Biochem. J. 7. 
471, 1931. 
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K -c” 
1+ Kc" 
c == Konzentration des gebundenen Stoffes, K und n Konstante) 
entspricht, variiert dieser Effekt zwischen n = 2,6 beim Oxyhimoglobii 
(nach Daten von Ferry und Green !) tiber n = 1,5 beim Hamiglobinazi 
bis » = 1,0 beim Hamiglobinfluorid. Die Abweichungen der Lay: 
der x-Bande zwischen Hamoglobin und Muskelhamoglobin folgen diese: 
Beziehungen aber auch nicht annahernd. 


Gleichung y (y Anteil Hamoglobinverbindun: 


Bisher konnte eine Beziehung zwischen Lichtabsorption und Kon. 
stitution des Hamoglobins nur fiir die Lageainderung der «-Bande be: 
Q,- und CO-Hamoglobin nachgewiesen werden. Anson, Barcrojt 
Mirsky und Oinuma?® fanden, da zwischen dem Verhaltnis der 0 
[CO Hb] _ [co 
1o,Hb) ~*~" jo, 
und der Abweichung der Lage der «-Bande bei der O.- und CO-Ve1 
bindung, dem CO-span, ein einfacher Zusammenhang besteht: log A 
und CQO-span stehen in linearer Beziehung. In diesen Befund fiiyt 
sich das Muskelhamoglobin mit seinem vom Hiamoglobin stark al 
weichenden Verhaltnis von O,-Affinitat zu CO-Affinitat gut ein (Roch: 
Theorell 4). 


und CQ-Affinitaét verschiedener Haimoglobine, 


Sowohl die Bindung des Hams an das Protein wie die Bindung 


von CO und O, an das Haimoglobin beeinflussen die Lage der «-Bande 
wobei im Falle der O,- und CO-Bindung die energetischen Verhaltnisse 
schon ein wenig bekannt sind. Dieser Zusammenhang ist zwar noc}, 
nicht naher zu analysieren, aber wohl so zu verstehen, da hier dic 
verschiedene Ham-Proteinbindung ihren spezifischen Einflu8 auf da- 
chemische Verhalten des ganzen Molekiils zeigt. Dieser EinfluB des 
Proteins ist auBerordentlich spezifisch. Aus Millikans® kinetischen 
Daten ergibt sich, daB die O,-Affinitaét des Muskelhimoglobins des 
Pferdes bei pu 7,4 und 20° 5- bis 6mal gréBer ist als die des Hamo- 
globins, wahrend die CO-Affinitaét nur 1/; bis 1/, der des Hamoglobins 
betragt. Demgegeniiber ist nach den vorstehenden Untersuchungen 
die Affinitat der Himiglobine zum Azid nur wenig verschieden und dic 
zum Fluorid vollig gleich. Offenbar ist die etwas geringere Dissoziation 
des Hamiglobinazids gegeniiber der des Muskelhamiglobinazids im 
wesentlichen nicht durch die Ham-Proteinbindung bedingt, sondern 
durch die Him-Him-Beeinflussung im Hamiglobin. Die Dissoziations. 


1 R. M. Ferry u. A. A. Green, J. of biol. Chem. 81, 175, 1929. 
2 M.L. Anson, J. Barcroft, A. E. Mirsky u. S.Oinuma, Proc. Roy. Soc 
London (B) 97, 61, 1925. — 8 J. Roche, C. r. soe. biol. 110, 1084, 1932. 
4 H. Theorell, diese Zeitschr. 268, 64, 1932. — ® G. A. Millikan, Proc. 
Roy. Soc. London (B) 120, 366, 1936. 
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kurve des Hamiglobinazids ist nimlich der des Muskelhamiglobinazids 
bei niedrigen Azidkonzentrationen fast gleich und richtet sich erst 
steil auf, wenn ein Teil Hamiglobinazid gebildet ist (Abb. 11). 

Weist schon die Lage der «-Bande der Haimoglobine auf die Még- 
lichkeit einer weniger festen Bindung zwischen Haim und Protein beim 
Muskelhamoglobin gegeniiber dem Hamoglobin hin, so scheint das 
Verhalten gegeniiber Hamochromogenbildnern im gleichen Sinne zu 
verstehen zu sein. Blausdure, die unter den bekannten einfachen 
Hamochromogenbildnern die gréBte Affinitat zum Ham hat |", bildet 
aus Muskelhaimoglobin schon Cyanhamochromogen bei neutraler 
Reaktion. Harnstoff erleichtert die Abtrennung des Haims vom Globin. 
Zur Abtrennung des Hams vom Muskelhimoglobin durch Pyridin ist 
eine geringere Harnstoffkonzentration erforderlich a's zur Trennung 
des Hams vom Hamoglobin. 

Auf der andersartigen (weniger festen) Bindung des Hams an das 
Muskelglobin beruht auch die Bildung der Pyridinverbindung mit dem 
vierbandigen Spektrum. Doch kénnen wir eine detaillierte Deutung 
noch nicht geben. Die Ham-Proteinbindung im Muskelhamoglobin 
laBt die Koordination einer hamochromogenbildenden Substanz zu, 
so daB ein Hamochromogen mit zwei verschiedenen Partnern entsteht : 
z. B. Pyridin und (intaktem) Globin. Die Hamochromogenbildung 
beruht auf der Bindung zweier N-haltiger Molekiile an das Haim *:'. 
Bildung von Hamochromogen mit zwei ungleichen Partnern ist schon 
bei einfachen Hamochromogenen médglich. Zusatz von Cyanid zu 
Pyridinhamochromogen |aBt ein Spektrum entstehen, das dem des 
Pyridinhamochromogens zwar ahnlich ist, sich aber deutlich unter- 
scheiden laBt (x-Bande erniedrigt, beide Banden um wenige my nach 
tot verlagert) und das dem Spektrum des Cyanhimochromogens 
sehr unahnlich ist (siehe auch Hill?). Es muB also ein Pyridin-Cyan- 
Hamochromogen gebildet worden sein. Die Struktur des Spektrums 
der Muskelhimoglobin-Pyridinverbindung weist ebenfalls auf den 
Haimochromogencharakter der Verbindung hin. Auch die leichte 
Oxydation durch molekularen Sauerstoff (Hamiglobinbildung) ist der 
Verbindung mit anderen Hamochromogenecn gemeinsam. 

Wegen des in mancher Hinsicht einfacheren Verhaltens (Fehlen des 
Bohr-Effekts, hyperbolische O,-Bindungskurve) ist das Muskelhamo- 
globin im Vergleich mit dem Hamoglobin als ,,primitiver‘* Atmungs- 
farbstoff bezeichnet worden. Als weitere Symptome des ,,primitiven™ 


1 4. E. Mirsky u. M. A. Anson, J. of gen. Physiol. 12, 273, 1929. 
2 R. Hill, Proc. Roy. Soc. London (B) 105, 112, 1929. 3 H. Fischer, 
A. Treibsu. K. Zeile, Zeitschr. f. physiol. Chem. 195, 1, 1931. 4W. Langen- 
beck, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 65, 842, 1932. 
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Charakters sind wohl die Fahigkeit zur Koordination von andere; 
Verbindungen (Pyridin, Hydrazin, Blausiure u.a.) neben Os, (0 
und NO und der im Vergleich zum Hamoglobin wesentlich geringen 
Unterschied in der Bindung von O, und CO zu betrachten. 


Von den Verdoglobinen folgen Verdoglobin A und Verdoglobin ( \ 
den Hamoglobinen, indem die Bande der Muskelverdoglobine weite: 
im langwelligen Gebiet liegt als die der Verdoglobine. Verdoglobin s 
und Muskelverdoglobin 8 haben praktisch die gleiche Absorption. Ihr 
prosthetische Gruppe ist von der der anderen Verdoglobine verschieden 
Demnach macht sich der EinfluB der Struktur des Proteins auf dic 
Bindung der prosthetischen Gruppe nicht fiir jede prosthetische Gruppe 
in gleicher Weise geltend. 

Zur einfacheren Ubersicht beim Vergleich der Verdoglobine und 
Muskelverdoglobine und der einzelnen Typen der Verdoglobine und 
Verdochromogene sind die Wellenlangen der Absorptionsmaxim: 
dieser Verbindungen in Tabelle L zusammengestellt. 


Tabellel. Die Wellenlangen der Absorptionsmaxima der Verdo 
globine, Muskelverdoglobine und Verdochromogene. 





. n Pyridin- || Hydrazin- 
Hobir ske I 3 3 
Globin Muskelglobin chromogen chromogen 
Typ der Verbindung SOATa eS SEE he ES 7a | GUEST Geen | Roe EREr | 
reduziert CO reduziert CO reduziert, CO | reduziert CO 
mu mu mu mu mu mu mu mu 


Verdoglobin A 630 =»=-680-— 640 «| 636) 620 S| 632) «618 | 633 
(Choleglobin) 

Verdoglobin S 616 620 616 612 624 610 ~=615 
(Sulfhamoglobin) 

Verdoglobin CN 630 628. 640 636 619 629. 616 625 
(Pseudohamoglobin) 


’ 


Zusammenfassung. 


Absorptionsspektren von Verbindungen des Muskelhimoglobins 
wurden im Bereich von 400 bis 700 my, aufgenommen und mit denen 
der entsprechenden Hamoglobinverbindungen verglichen. Untersucht 
wurden Muskelhamoglobin, CO- und NO-Muskelhamoglobin, Muskel- 
haimiglobin, Muskelhamiglobinrhodanid, -cyanat, -azid, -sulfid, -cvanid 
und -fluorid. Alle untersuchten Verbindungen haben u.a. ein Ab- 
sorptionsmaximum zwischen 550 und 600 mp. Als systematischer 
Unterschied im Spektrum der Hamoglobin- und Muskelhimoglobin- 
verbindungen ergab sich eine Abweichung der Lage dieses Maximums. 
Es lag bei den Muskelhamoglobinverbindungen um 5 bis 10 my. weiter 
im langwelligen Gebiet als bei den entsprechenden Hamog!lobin- 
verbindungen. 





dere), 


nC 
elite! 
ym S 
Lhre 
eclen 
f die 
uppe 


und 
und 
xi ma 


in- 
ren 


CoO 
mu 
633 


618 


625 


bins 
nen 
icht 
kel - 
anid 
Ab- 
cher 
bin- 
ms, 
iter 
bin- 


Verbindungen des Muskelhamoglobins. 140 


Ein geringer Unterschied bestand in der Dissoziat'on des Hami- 
vlobinazids und des Muskelhimiglobinazids: 50°, Hamig!obinazid 
wurden bei einer Azidkonzentration von 0,7 - 10-5 Mol Liter, 50° 
Muskelhamiglobinazid bei einer Azidkonzentration von 1,8 - 10-5 Mol 
pro Liter gefunden. Die Dissoziationskurve des Hamiglobinazids 
folgte im Gegensatz zu der des Muskelhamiglobinazids nicht einem 
einfachen Massengleichgewicht. Sie hatte einen Sigmoidfaktor von 1.5. 

Die Dissoziationskonstanten des Hamig!obinf!ucrids und Muskel- 
hamiglobinfluorids waren gleich, A’ = 0.1 bei pu 6.5. 

Muskelhamoglobin reagierte mit Pyridin und Hydrazinhydrat 
unter Bildung von Verbindungen. Hamoglobin bi'dete so'che Ver- 
bindungen nicht. In Harnstoff wurde schon durch geringe Pyridin- 
konzentrationen aus beiden Hamoglobinen Pyridinhamochromogen 
vebildet. Muskelhamoglobin gab schon in geringerer Harnstoffkonzen- 
tration das Ham ab als Hamoglobin. 

Blausaure bildete aus Muskelhimog!lobin bei neutraler Reaktion 
Cyanhamochromogen oder eine Muskelhimoglobincyanverbindung ent - 
sprechend der Muskelhimoglobin-Pyridinverbindung. 

Die Oxydation des Muskelhamog!obins durch moleku!aren Sauer- 
stoff zu Muskelhamiglobin erfolgte 12- bis 14mal schneller als die Oxy- 
dation des Hamoglobins. 


Muskelverdoglobin A und Muskelverdoglobin CN wichen in ihrer 
Lichtabsorption von den entsprechenden Verdoglobinen ab, und zwar 
im gleichen Sinne wie die Hamoglobin- und Muskelhamoglobin- 
verbindungen. Die Absorption von Verdoglobin S und Muskelverdo- 
globin S war gleich. 

Auf Fehler in den Lichtabsorptionskurven friiherer Veréffent- 
lichungen des Instituts wurde hingewiesen und Daten fiir die Korrektur 


mitgeteilt. 











Uber die Wirkung der zusitzlichen Gabe einzelne: 
Aminosiiuren oder von Aminosiiurengemischen zur 
Nahrung auf die Oxydationslage in Abhingigkeit 
von der Art des Nahrungseiweifes. 
Von 
Hans-Jiirgen Sehwietering. 


(Aus den Seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an de: 
Universitat in Berlin.) 


(Eingegangen am 22. Dezember 1941.) 


Eine der merkwiirdigsten Erscheinungen bei der von Bickel (| 
entdeckten Dauerregulation der Oxydationen im Zwischenstoffwechse! 
dureh die Menge und die Art der Mischung der das innere Milieu dex 
Koérpers beherrschenden freien Aminosduren, wobei die Derivate de- 
NahrungseiweiBes die ausschlaggebende Rolle spielen, ist gewiB folgende- 


Phinomen: Die Wirkungsrichtung der zusdtzlichen Gabe einer einzelnes 
Aminosdure zu einer gemischten Nahrung kann unter Umstinden von di) 
Art des Nahrungseiweifes, zu der die betreffende Aminosdure in einer [ii 
den Effekt hinreichenden Menge verabfolgt wird, bestimmt werden. Dic 
erste Mitteilung tiber diese Erscheinung bringt die im Jahre 1936 er 
schienene Arbeit von Bickel (2), in der er folgende, an Gruppen weiber 
Ratten gewonnenen Ergebnisse mitteilt. Bei der Gabe gleicher Menge) 
einer bestimmten Aminosdure in den korrespondierenden Versuchs 
perioden, von denen in der einen Casein, in der anderen Kartoffeleiwe i! 
der jeweils alleinige Nahrungs-Stickstofftrager ist, zeigt sich, dati 
1. Valinzulage zur KartoffeleiweiBnahrung wie zur Caseinnahrung beide 
Harnquotienten (C: N und Vakat-O: N) steigert; 2. Prolinzulage zu 
KartoffeleiweiBnahrung beide Harnquotienten senkt, Prolinzulage zur 
Caseinnahrung aber beide Harnquotienten unbeeinfluBt 1aBt; 3. Lysin 
zulage zur KartoffeleiweiBnahrung beide Harnquotienten senkt, zur 
Caseinnahrung aber beide Harnquotienten steigert. 


Hier ist anzumerken, daB diese Beobachtungen ebenso wie dic 
Entdeckung der Dauerregulation der Oxydationen durch die Amino. 
siuren mit Hilfe der Feststellung der Mittelwerte der Harnquotienten 
C: N und Vakat-O: N in einzelnen langer dauernden Versuchsperioden 
gewonnen wurden. 
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Im Jahre 1937 berichteten aus dem Bickelschen Laboratorium 
Krohn und Barwolf (3) tiber die Abhangigkeit der Wirkung einer zusatz- 
lichen Cystingabe auf die Lage der Harnquotienten von der Qualitat 
des NahrungseiweiBes und stellten an Gruppen weiber Ratten fest, dab 
die zusatzliche 1-Cystingabe zur Caseinnahrung entweder den Harn- 
quotienten C: N unbeeinfluBt laBt, oder ihn leicht senkt, den Harn- 
quotienten Vakat-O:N aber steigert, wihrend zusitzliche Gabe der 
vleichen Cystinmenge zu einer KartoffeleiweiBnahrung eine Erhéhung 
beider Harnquotienten nach sich zieht. Diese im Tierversuch gewonnenen 
Ergebnisse tiber die Cystinwirkung konnte dann Achelis (4) in seiner 
ebenfalls aus dem Bickelschen Laboratorium stammenden Dissertation 
in zwei Versuchen an erwachsenen Menschen als auch fiir den Menschen 
zutreffend bestatigen. Da diese wichtigen Versuche bisher nicht in der 
medizinischen Literatur veréffentlicht sind, teile ich im folgenden in 
aller Kiirze die Protokolle mit. 


Die eine Versuchsperson mit einem Kérpergewicht von 70 —70,5 ky 
war eine Frau. Die andere Versuchsperson mit einem Kérpergewicht 
zwischen 73 und 73,7 kg war ein Mann. Die der Kartoffeldiait bei den 
Rattenversuchen entsprechende Kost enthielt als NahrungseiweiB eine 
Mischung verschiedener vegetabilischer eiweiBhaltiger Nahrungsmittel, die 
ihnlich dem Tuberin der Kartoffel eine hohe Lage der Harnquotienten be- 
wirken. Die der Caseindiat bei den Rattenversuchen entsprechende Kost 


enthielt als NahrungseiweiB eine Mischung verschiedener EiweiBe, unter 
denen solche in weit iiberwiegender Menge vertreten waren, die, wie das 
Casein, eine niedrige Harnquotientenlage unterhalten. Es waren das die 
Eiwei®Bstoffe in der Milch (Casein), ferner im Weizenbrot, das aus Mehl 
40% iger Ausmahlung hergestellt war, und im Reis. 


In den Tabellen I und II sind die Diaten angegeben. 


Tabelle I. 





EiweiBgehalt 
in g 


Art des Nahrungsmittels Menge in g Kalorien 


237 
245 
147 
183 

32 
345 
385 

98 


45 


Hafermehl 60 
Kartoffel (Trockenware) 70 
Griine Bohnen (Trockenware) 50 
Karotten (Trockenware) 60 
Steinpilze (Trockenware) 10 
Knackebrot, H 


me CO O'S O'OO 


— 


Orie 2 an Or ho 


rv) 
— 


Johannisbeergelee 


| 


| 


Diinner Tee 
Citrone _ 


1767 


r= 
— 
~1 


Summe: 


N-Gehalt etwa 7,15 g. 
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Tabelle II. 





Art des Nahrungsmittels 


Menge in g 


Reena 8 Fails Sree OM Sia Es 50 
Weizenbrot aus 40 %igem Weizenmehl 10 
ST Oe Ce Pe ear ae ERS 100 
Getrocknete Apfel .................. 100 
Ee i ee Oba cee an pews Rewie at 50 
CARMOOIOONS © oo ig ze he a sient baddies’ 50 
I ioe hic peat oo A andy are ae 50 
NS oe ie eer Cate : 100 
Summe: 
N-Gehalt etwa 7,89 g. 


Jeder Versuch setzte sich aus vier Perioden zusammen. 
Periode dauerte 6 Tage, die zweite Periode 5 Tage, die dritte und viert: 
Periode je 4 Tage. Wahrend des ganzen Versuchs bekam die Frau die de: 
Tuberinnahrung, der Mann dié der Caseinnahrung bei den Ratten ent 
sprechende Diat. In der ersten und dritten Periode des Versuchs wurden, 
die Diaten ohne Cystinzugabe gegessen. 
Versuchs wurden 5g 1|-Cystin und in der vierten Periode 6g |-Cystin 
Die Ké6rpergewichte blieben wahrend de: 
teile ich di 


taiglich zusatzlich verzehrt. 
ganzen Versuche konstant. 
Periodenmittelwerte mit. 


Tabelle Til. (Frau. 


Eiwei8gehalt 
in g 


36,0 
6,8 
4,5 
1,0 


In der zweiten Periode eines jeden 


In den Tabellen III und IV 


Diat s. Tabelle I. 


0,64 g/kg EiweiB.) 


Die erst: 


Kalorien 


170 
260 
326 
240 
393 
493 
135 
355 


2372 





Periode Harn-C Bas mie 
Nr. In mg in mg 
1 8706 | 16660 
2 7100 14 821 
3 10433 | 21 241 
4 9231 | 17462 


Tabelle IV. (Mann. 


Harn-N ie 
i tee C:N 
5861 1,49 
4257 1,67 
7118 1,47 
5517 1,67 


Diat s. Tabelle IT. 


Vakat-O Vakat-O 
°=N :C 


2,84 
3,48 
2,98 
3,17 


1,91 
2,09 
2,04 
1,89 


Tigliche 
Cystingal: 
in g 





0,68 g/kg EiweiB.) 





Periode Harn-C ioe 
Nr. ae in mg 
1 6853 9 745 
2 7366 11 752 
3 5488 8 538 
4 6087 9 522 


In seiner Schrift iiber die Beziehungen der Qualitat des Nahrungs- 
eiweiBes zum Ablauf des Betriebsstoffwechsels teilt Bickel (5) eine 
Versuchsserie an drei verschiedenen Gruppen von je zehn weiBen Ratten 
mit, an denen die Wirkung einer d-Arginingabe von 0,066 g pro Tier 
und Tag im Sinne der zusatzlichen Gabe zu einer Casein- und Tuberin- 


Harn-N be: 
apes C:N 
6857 1,00 
6719 1,10 
5548 1,00 
5781 1,05 


Vakat- 


oe 


1,42 
1,75 
1,54 
1.65 


0 Vakat-O 
:C 


1,42 
1,60 
1,56 


1,56 


Tigliche 
Cystingabe 
in mg 


0 
5 
‘ft 
6 
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dit an derselben Tiergruppe studiert wurde mit dem Ergebnis, da8 
bei der KartoffeleiweiBdiat die beiden Harnquotienten bei der Arginin- 
vabe stark anstiegen, waihrend sie bei der zusatzlichen Gabe der gleichen 
Argininmenge zu der Caseindiat unverandert blieben. 

Die Durchfiihrung eines ahnlich angeordneten Versuchs mit zu- 
siitzlicher Arginingabe am normalen Menschen, den W. Hahn im hiesigen 
Laboratorium vornahm, zeigte, daB die Argininzulage zu einer hohe 
Harnquotienten unterhaltenden, bis auf die Butterration rein vegetabi- 
lischen Kost bei einer Dosierung von 6 g d- Arginin bei der 66 kg schweren 
Versuchsperson nur am ersten Tage dieser Zulage eine stairkere Er- 
héhung beider Harnquotienten nach sich zog, wahrend an den spateren 
Tagen einer solchen Periode mit taglich zusitzlicher Arginingabe die 
Harnquotienten dieselbe Lage hatten wie in den Perioden ohne Arginin- 
gabe (Tabelle VI). Wahrscheinlich haingt es von der aufs Kérpergewicht 
berechneten GréBe der Arginingabe ab, ob bei einer bestimmten Diat, 
die iiberhaupt eine Reaktion des Korpers in der beschriebenen Richtung 
auf die zusitzliche Arginingabe gestattet, nur zu Beginn der Arginin- 
gabe oder wahrend ihrer ganzen Dauer die Harnquotientenwerte erhdht 
sind, ob ein Ausgleich der durch die Arginingabe gestérten Stoffwechsel- 
lage méglich oder die Einstellung der Stoffwechsellage auf ein neues, 
andersgeartetes Gleichgewicht erfolgt. 

Die Nahrung hatte bei diesem Versuch folgende Zusammensetzung, 
wie es die Tabelle V zeigt. 

Tabelle V. 





Eiweibgehalt 


Nahrungsmittel Menge ing in g Kalorien 
MMM ee ok cae kes puns oe 80 11,47 316 
THOOMOUMOUNONIOR oc se cs ci ce cece ees 70 5,20 245 
Trockene griine Bohnen ............. 50 9,50 147 
Trockene Steinpilze ...............-. 10 3,70 32 
Trockene Karotten ................. 60 5,70 183 
fo Ee | Sah epee ar ora 100 11,40 345 
ee da oe eg ans eagle bid ws ah anal 100 1,00 770 
Johannisbeergelee ............. lela 40 0,13 131 
ME iio oa sche kc be be retawees 175 717,5 
EY i are Ses eae ews 28 1,26 166 
Diinner chinesischer Tee ............ _ — 
| TARR sy gee tee it a eas _ 
Summe: 49,36 3052,5 


N-Gehalt der Nahrung etwa 7,90 g. 


Die Eiwei®B- und Kalorienberechnung wurde nach den Schallschen 
Tabellen vorgenommen. Die Kost wurde wihrend des ganzen Versuchs 
genau eingehalten. Der Harn war stets frei von EiweiB und Zucker. 

Was bisher fiir die einzelne Aminosdure mitgeteilt wurde, gilt auch 
fiir ein synthetisch hergestelltes Aminosiurengemisch. Der diesbeziig- 
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Tabelle VI. 0,75 g, om He Eiweib. 





Versuchs- <orper- Bane 
“i poo on me | Harn-c | Vakat-O | Harn-N cin | Vakat-O | Vakat-c 
Nr in kg “gta in mg in mg | in mg | i :N 


| 


Periode 1. 


1 66,9 908 6440 9734 5085 1.27 1,91 1,51 

2 66,4 1775 6230 11454 4697 1,33 2,44 1,84 

3 66,2 1260 5353 9545 4075 1,31 2,34 1,78 

4 66,5 1480 6047 9884 4185 1,44 2,36 1,65 

5 || 66,3 1709 6040 10017 4594 1,31 2,18 1,68 
Periodendurchschnittswerte:| 6022 10126 | 4527 1,33 2,24 1,69 

Periode 2. Zulage von taglich 6g d-Arginin. 

6 66,4 1915 5802 10 724 3593 1,62 2,99 1,85 

7 66,3 1243 5109 8735 3654 1,39 2,39 i Sy 8 

8 66,4 1118 5729 10554 4320 1,33 2,44 1,84 

y 66,2 1329 5813 10437 4372 1,33 2,39 1,80 

10 66,2 1508 6460 11360 4835 1,34 2,35 1,76 
11 65, 9 1442 | 6359 ve 11 B43 5947 1,26 2,25 _| 1,78 
Periodendurchschnittswerte: 5879 | 10 525 4304 1,37 2,45 1,79 

Periode 3. 

12 65,9 1187 6481 10366 5185 1,25 2,00 1,60 

13 66,2 1379 5999 10057 4344 1,38 2,32 1,68 

14 66,2 1088 5488 9821 4204 1,29 2,34 1,81 
— 66,2 920 6072 | 10 684 4508 1,35 2,37 1,76 
Periodendurchschnittswerte: 5997 | 10232 4560 1,32 | 2,24 1,71 


Periode 4. Zulage von taglich 6g d-Arginin. 


16 66,3 1502 6299 11615 4332 1,45 2,68 1,84 
1? 66,1 1480 6553 11445 4848 1,35 2.36 1,75 
18 66,2 974 6224 10922 4881 1,27 2,24 1,75 
19 66,3 1137 7408 12645 5444 1,36 2,32 1,71 


Periodendurchschnittswerte: 6621 | 11657 | 4876 1,36 2,40 1,75 


liche Versuch findet sich in der Tabelle XI der obengenannten Schrift 
von Bickel (5). Dieses Aminosiurengemisch bestand aus 17,17 ¥ 
d-Glutaminséure, 6,83 g d-Lysindichlorhydrat, 1,50 g 1-Tryptophan. 
145g Asparaginsiure, 0,45g Glykckoll, 0,20g Tyrosin und 0,23 ¢ 
Oxyprolin. Eine zusatzliche Gabe von taglich 2,3 g dieses Aminosauren. 
gemisches fiir fiinf weiBe Ratten bewirkte sowohl bei einer Kartoffel- 
eiweiBdiat, wie auch bei einer Caseindiat eine Senkung beider Harn 
quotienten. Wahrend die Senkung von C: N bei beiden Ernahrungs- 
arten fast gleich war, war diejenige von Vakat-O: N bei der Kartoffel- 
eiweiBnahrung sehr viel erheblicher als bei der Caseinnahrung. 

Im Jahre 1936 hatte Ohme (6) Versuche mitgeteilt, aus denen sich 
ergab, daB dann, wenn man Meerschweinchen, Ratten oder Kaninchen 


einige Zeitlang taglich kleine bis mittlere Mengen einzelner reiner 


Aminosauren zusatzlich zu ihrem Futter verabfolgt, allmahlich Ver- 
anderungen am Lungengaswechsel, nimlich am Grundumsatz auftreten, 
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die kiirzere oder langere Zeit auch noch nach dem Aussetzen der be- 
treffenden Aminosdurengaben bestehenbleiben. Ohme schloB aus diesen 
Versuchen auf eine Dauerregulation der Verbrennungen im Koérper 
durch die Art der Aminosiuren und kam damit mittels der Lungen- 
vaswechsel-Untersuchungen zu demselben Ergebnis, das vorher schon 
mittels der Harnquotientenbestimmung die Arbeiten von Bickel und 
seinen Schiilern erbracht hatten. Im weiteren Verlauf dieser Beob- 
achtungen konnte Ohme (7) dann auch mit Hilfe der Lungengaswechsel- 
Untersuchungen in spateren Arbeiten die mittels der Harnquotienten- 
methode zuerst von Bickel (2) 1936 gefundene Erscheinung bestatigen, 
daB die Richtung der regulatorischen Wirkung einer einzelnen Amino- 
saure von der Art des NahrungseiweiBes abhangig sein kann, zu dem 
die Aminoséure zusitzlich gegeben wird. 

Die theoretische Deutung der im Vorstehenden referierten Beob- 
achtungen, mdgen sie mittels der Harnquotientenmethode oder der 
Grundumsatzbestimmung gewonnen sein, kann wohl nur mit der An- 
nahme gegeben werden, daB in Abhangigkeit von der Art der das innere 
Milieu des Kérpers beherrschenden Mischung der freien Aminosauren 
die regulatorische Wirkung dieser Aminosiuren auf die Oxydationen 
durch die zusiatzliche Gabe einer einzelnen Aminosaéure oder eines 
definierten Gemisches reiner Aminosdiuren entweder unverandert 
bleiben, oder im Sinne der Férderung oder Abschwachung der oxydativen 
Leistung verschoben werden kann. Es muB also die definitive Wirkung 
die Resultante von teils gleichsinnig, teils gegensatzlich die Oxydationen 
beeinflussenden Aminosiuren oder Aminosdurengruppen sein. 

In meiner vorliegenden Arbeit bringe ich nun einen weiteren 
Beitrag zu diesem Gegenstand durch die Priifung einer zusitz- 
lichen d-l-Alaningabe in ihrer Wirkung auf die Harnquotienten bei 
einer Caseindiat und einer KartoffeleiweiBdiat an zwei Gruppen von je 
zehn weiben Ratten. Die Wirkung einer d-l-Alaningabe bei eiweibfreier, 
aber kalorisch zureichender Ernahrung, bei der also das das innere 
K6rpermilieu bestimmende Gemisch an freien Aminosduren in wesent- 
licher Weise von den aus dem Zelleiweif8 herstammenden Aminosiuren 
gebildet wird, fiihrte in einer Untersuchung von Hartmann (8), die an 
Ratten im hiesigen Laboratorium vorgenommen wurde, zu einer Senkung 
der Harnquotienten, die den Kohlenstoffquotienten mehr betraf als den 
Oxydationsquotienten. Da aber bei eiweiBfreier Ernihrung, wenn diese 
nicht sehr lange Zeit durchgefiihrt wird, was bei dem Hartmannschen 
Versuch nicht der Fall war, auch immer noch aus der voraufgegangenen 
eiweiBhaltigen Nahrung herriihrende freie Aminoséuren im Ko6rper vor- 
handen sein diirften, worauf die obenerwahnten Ohmeschen Versuche 
hindeuten, lassen die Hartmannschen Versuche eine genaue Definition 
des das innere Milieu des K6rpers beherrschenden Aminosauren- 


1° 
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gemisches vermissen. Anders ist es, wenn man ein bestimmtes Nahrung 
eiweiB in hinreichender Menge verabfolgt. Dann wird erfahrungsgemi 
das das innere Milieu des Korpers beherrschende Aminosaurengemis: 
in seinem Charakter von den aus dem NahrungseiweiB stammende: 
Aminosaéuren bestimmt, weil sie mengenmabig die aus dem Ko6rpe: 
eiweiB herkommenden stark iibertreffen. Es greifen hier die Gesetz 
iiber die Folgen von NahrungseiweiBmischungen fiir die regulatorisch 
Wirkung ihrer Derivate auf die Oxydationslage [ Bickel (9)}| Platz. 

Ich nehme das Ergebnis meiner eigenen Versuche vorweg. Zusdtzlicl, 
Gabe von 0,1 q d-l-Alanin pro Tag und Ratte zu einer Kartoffeletwei Pdi: 
steigert beide Harnquotienten, C: N und Vakat-O: N, nicht unbetrdachtlic) 
wihrend die gleiche d-l-Alaningabe zu einer Caseindiat die Harnquotiente, 
praktisch unverdndert lapt. 


Experimenteller Teil. 


Die Versuche wurden an zwei Gruppen von je zehn weiBen mannlichen 
Ratten angestellt. Jede Gruppe saB in einem gemeinsamen Stoffwechse! 
kafig, der es erméglichte, den Harn getrennt vom Kot aufzufangen. Im 
24stiindigen Sammelharn jeder Gruppe wurde dann, wie es auch in den 
vorstehend referierten Versuchen mit Harnquotientenbestimmung geschah, 
taglich der Stickstoff nach der Halbmikromethode von Kjeldahl, der Kohlen 
stoff nach der Mikromethode von Nicloux-Osuka' und der Vakat-Sauerstoft 
nach der Mikromethode von Miiller-Kanitz™ bestimmt. Aus den Perioden- 
mittelwerten fiir C, Vakat-O und N wurden die Periodenmittelwerte de) 
Harnquotienten berechnet. Durch Division dieser Mittelwerte erhielt man 
die Mittelwerte fiir die Quotienten. Die Harne waren immer frei von Ei 
weiB und Zucker. Der Versuch zerfiel in vier Perioden von je siebentagige: 
Dauer. Die Analysen wurden an den 5 letzten Tagen jeder Periode gemacht. 
so da8 immer 2 analysenfreie Tage vorauf gingen, an denen sich der Stoft 
wechsel auf die Fiitterungsart der betreffenden Periode einstellen konnte 
Die fiir die einzelnen Perioden zustandigen Nahrungsmischungen ergeben 
sich aus der Tabelle VII. Die Tiere bekamen ihre Futterrationen taglich zu: 
gleichen Stunde. Die Nahrung war so bemessen, daB sie jeweils innerhal! 
von 24 Stunden quantitativ verzehrt wurde. Die Zubereitung der Nahrung 


Tabelle VII. 


Nach meiner Analyse enthalten: 


1g Kartoffelflocken = 0,00897 g N 

lg Casein........ = 0,12000g N 

1g Kartoffelmehl . = 0,00140g N 

1. Periode. 

CON sons cterc uals, nrc ChE R = 10g 1,200 g N 41 Cal 
Kartoffelstarke .............. = 922 0,128g N 308 Cal 
MMOs sare. te ¢ o'yioea Ca eitwnn on = 202g -- 82 Cal 
ORIN os ork vara see ess = Il4cem vase 
Penne oe Se 1 ecm ee 136 Cal 
ONES 5 ioc EAU = 800 ccm 


1,328g N 567 Cal 
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2. Periode. 


Futter der 1. Periode + 1g Alanin = 0,1 g d-l-Alanin pro Ratte. 


3. Periode. 


Trockenkartoffel (Kartoffel- 


PN is u'vis op 6b a clerwwia 148 ¢ 1328 ¢ N 518 Cal 
De 6 os hh in + ee a iepaleeweens l0g - 41 Cal 
WE 55 Nhs eG ian OFS 4ecm | ae 
on e055 2 8 ab ee oe wR leem | 45 Cal 
UNE sbia te 6 oe th wane y viene on - 800 eem 


1,328 g¢ N 604 Cal 
4. Periode. 
Futter der 3. Periode + 1g Alanin = 0,1 g d-l-Alanin pro Ratte. 


erfolgte derart, daB alle Nahrungsbestandteile, bis auf die Vitamintrager, 
Lebertran und das alle Vitamingruppen A, B, C und D enthaltende Leber- 
tranpraparat Sanostol wie auch das Alanin, zu einem Brei gekocht wurden 
und da8 nach Abkiihlen des Breies die Vitamintrager, und im gegebenen 
Fall das Alanin, untergemischt wurden. 

Die zu vergleichenden Diaten ohne Alaninzusatz waren N-aquimolekular 
und ihr Kaloriengehalt ahnlich. 


In der nun folgenden Ubersichtstabelle VIII sind die Mittelwerte 
fiir die einzelnen Perioden enthalten. Alle Werte beziehen sich fiir die 
1. und 2. Gruppe jedesmal auf 10 Tiere und 1 Tag. 


Tabelle VIII. 





Kérper- Harn- . Harn- 7 , ral 

i , arn- J arn-> ee akat-O at-O 

Periode gewicht menge — Vakat-O peop Oo: V ee ; Vak a 
ing in cem & in mg . [> i 


Gruppe I. 
. Caseinnahrung .. 163 345 528 893 477 1,11 | 1,88 1,70 
2. Caseinnahrung 
+1g Alanin fir 


_ 


~ 


10 Ratten ..... 174 290 315 605 295 1,07 2,06 1,92 
3. Kartoffelflocken- 

nahrung ....... 179 155 560 925 212 2.64 4,36 1.66 
4. Kartoffelflocken- 


nahrung + 1g Ala- 
nin fiir 10 Ratten 183 150 525 87 171 3,07 5.09 1,66 
Gruppe II. 
: 158 | 308 | 441 834 424 1,04 1,97 1,89 
. \ rehrung wie | 158 245 | 313 561 286 | 1,09 | 1,96 , 1,79 
A | bei Gruppe I | 158 174 , 562 908 222 | 2,63 4,09 | 1,62 
, 165 146 | 583 8983 191 3,05 | 6,15 1,69 


- whore 


In den nachstehenden Analysentabellen IX und X_ beziehen sich 
alle Analysen auf die 5 letzten Tage jeder Periode. Bei der Kérper- 
gewichtsangabe handelt es sich um das Durchschnittsgewicht einer 
Ratte, d. h. Gesamtgewicht dividiert durch die Anzahl der Tiere. 
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Tabelle IX. 
10 Katten.) 


(Gruppe I = 











Versuchs- Kérper- Harn- Harn- . ? _ 

. ‘ - | Harn | y Harn-N |... Vakat-O  Vakat- 
se) eran pee, S| vance) cox MEO tag 
Periode 1. Caseinnahrung. 

3 168 320 547 968 502 1,09 1,93 £77 
+ 168 380 577 861 516 Lis 1,67 1,44 
5 168 370 484 823 389 1,25 e212 1,70 
6* — - — — 

4 168 310 502 938 499 1,01 1,88 1,86 
Periodendurchschnittswerte: 528 898 | 477 }13:| 388 1,70 
Periode 2. Caseinnahrung + 1g Alanin fiir 10 Ratten. 

10 173 330 459 858 402 1,14 2,13 1,87 
11 173 340 318 689 339 0,94 2,03 2,16 
12 173 300 252 440 235 1,07 1,87 1,75 
13 174 250 245 470 217 1,13 2,17 1,92 
14 178 230 302 567 283 1,07 2,00 1,88 
Periodendurchschnittswerte: 315 605 295 1,07 2,05 1,92 
Periode 3. Kartoffelflockennahrung. 
17 178 100 448 753 162 2,76 4,62 1,68 
18 179 200 516 867 210 2.46 4,13 1,68 
19 179 150 599 990 212 2,82 4,67 1,65 
20* — _— _ — - — — 
21 is 179 170 678 1090 262 2,59 4,16 1,61 
Periodendurchschnittswerte : 560 925 212 2.64 4,36 1,56 
Periode 4. Kartoffelflockennahrung +-1g Alanin fiir 10 Ratten. 
24 188 120 444 723 148 | 3,00 4,89 1,63 
25 188 180 606 960 189 3,25 5,08 1,58 
26 188 , 170 {| 640 1237 236 2,71 5,25 1,93 
27 188 140 | 480 747 145 3,31 5,15 1,55 
; 28 188 140 453 685 137 3,30 4,99 1,51 
“Periodendurchschnittswerte: 525 870 | 171 | 3,07 5,09 | 1,66 
* Hier wurden bei der I. Gruppe am 6. und 20. Tage keine Analysen gemacht, da das 
Gefi® fiir die Harne an diesen beiden Tagen zerbrach. 
Tabelle X. 
(Gruppe IT = 10 Ratten.) 
Versuchs- Karper- | Harn- Sere ‘ : : 
‘ in Harn-C ; Harn-N .w | Vakat-O Vakat-0 
or “re menge ie ine tho ~ =} os se x - : c 
Periode 1. Caseinnahrung. 
3 158 235 424 902 431 0,95 2,09 2,13 
4 158 310 484 703 434 1,11 1,62 1,45 
5 158 335 344 791 375 | 0,92 2,11 2,30 
6 159 360 490 864 428 1,14 2,02 1,76 
7 159 300 464 908 454 1,02 | 2,00 1,95 
Periodendurchschnittswerte:| 441 834 424 1,04 1,97 1,89 
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Tabelle X (Fortsetzung). 





Versuchs- Kérper- 


tag 
Nr. 


gewicht 
in g 


Harn- 
menge 
in ccm 


Harn-C 


in mg 


Harn- 
Vakat-C 
in mg 


Harn-N 
in mg 


C:N 


Vakat-O  Vakat-O 
| : 


Periode 2. Caseinnahrung + 1g Alanin fiir 10 Ratten. 





a 





10 158 250 410 650 350 1,17 1,86 1,64 
ll 158 250 240 457 221 1,09 2,07 1,92 
12 158 230 222 475 242 0,92 1,97 2,14 
13 157 280 383 691 333 1,15 2,07 1,80 
14 157 215 311 530 286 1,09 1,85 1,71 
Periodendurchschnittswerte: 313 561 286 1,09 1,96 1,79 
Periode 3. Kartoffelflockennahrung. 
17 157 200 395 667 140 2,82 4,76 1,69 
18 158 170 617 1043 262 | 2,36 3,98 1,69 
19 159 175 634 875 225 2,81 3,88 1,38 
20 159 160 504 897 226 2,23 3,97 1,78 
21 159 165 658 1058 259 2,54 4,09 1,61 
Periodendurchschnittswerte : 562 908 222 2,53 4,09 1,62 
Periode 4. Kartoffelflockennahrung + 1g Alanin fiir 10 Ratten. 
24 165 150 603 1090 210 2,87 5,19 1,81 
25 165 160 601 1067 213 2,82 5,01 1,77 
26 165 130 547 903 171 3,20 5,28 1,65 
27 165 150 605 960 189 3,20 5,08 1,59 
28 165 140 559 896 174 3,20 5,14 1,60 
Periodendurchschnittswerte: 583 983 191 3,05 5,15 1,69 
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Zur endogenen Atmung und Giirung der Oberhefe. 
I. Mitteilung: 


Verhalten der Atmung gegen Fluorid und Azid. 
Von 
Hans Borei. 
(Aus dem Wenner-Gren-Institut fiir experimentelle Biologie der Universitat 
Stockholm.) 
(Eingegangen am 31. Januar 1942.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


Gewaschene Backerhefe weist, wenn ihr kein Substrat von auBen 
zugefiihrt wird, eine endogene Atmung (Eigenatmung) auf. Diese 
nimmt, wie Stier und Stannard (1936a) fiir eine amerikanische Backer- 
hefe nachgewiesen haben, mit der Zeit nach Art einer monomolekularen 
Reaktion ab. Die endogene Atmung ist im Verhaltnis zur exogenen 
welche bei Zusatz von Substrat, z.B. von Glucose, auftritt, gering. 
Stier und Stannard nehmen an, da8 als Substrat fiir die endogene 
Atmung Substanzen dienen, die sich wahrend der mehr oder weniger 
anaeroben Vorbehandlung der Hefe (Ziichtung, Lagerung als Pakethefe. 
Waschen usw.) in den Zellen anhaiufen und die dann, wenn geniigend 
Sauerstoff zur Verfiigung steht, von den Zellen vollstandig veratmet 
werden. Die Verfasser stellen fest, daB der RQ durchweg gleich 1 ist 
und sie folgern hieraus, daB das Substrat Kohlenhydratcharakter 
besitzt und vermutlich Glykogen darstellt. Das Substrat kann auch) 
unter anaeroben Bedingungen nicht vergoren werden [Stier und Stannard 
(1936 b)]. Die endogene Atmung ist durch KCN und Monojodacetat 
hemmbar, weshalb die Verfasser eine Beteiligung des Cytochrom 
oxydase-Cytochrom-Systems annehmen. Ob hierbei in allen Einze!- 
heiten der gleiche Weg wie bei der exogenen Atmung beschritten wird. 
ist ungewibB, doch halten die Verfasser dies fiir wahrscheinlich. 


Runnstrom und Sperber (1938) stellten fest, daB die endogene 
Atmung durch NaF stark gehemmt werden kann. Niedrige Fluorid- 
konzentrationen jedoch wirken nicht hemmend, sondern bewirken sogar 
eine betrachtliche Atmungserhéhung. Die Verfasser fiihren dies aut 


eine Reizwirkung des NaF zuriick, welche die Hefezellen mit einer 


erhéhten Atmung beantworten. 


Diese Erscheinungen sind in der vorliegenden Arbeit einer ein- 
gehenderen Untersuchung unterworfen worden. 
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Bezeichnungen, Material und Methoden. 


Folgende Abkiirzungen werden benutzt: 


tos tego usw. Zeitpunktsangabe in Minuten nach Beginn der Ablesungen. 
(Negative Indices bedeuten Zeitpunkte vor Ablesungsbeginn. ) 

—Qo, Sauerstoffverbrauch in yl pro Stunde und mg Hefe (Trockengewicht). 

EA (Gesamte) endogene Atmung (= MA + KA), 

MA Der monomolekulare Anteil der Atmung. 

KA Der konstante Antei]l der Atmung. 


Zur Untersuchung wurde eine Oberliefe verwendet, die von Svenska 
Jastfabriks AB in Rotebro freundlicherweise zur Verfiigung gestellt 
war und die von dieser Fabrik als Typ ,.Rotebro D 5° bezeichnet wird. 
Sie wird nach dem ,,Zulaufverfahren® unter stark aeroben Bedingungen 
(Liiftung) geziichtet und ist frei von Infektion durch Bakterien u. dgl. 

Die Atmung der Zellen wird manometrisch als Sauerstoffaufnahme 
nach der Methode von Barcroft-Warburg gemessen. Eine abgewogene 
Menge Hefe wird mit 50 Teilen destilliertem Wasser bei Zimmertempera- 
tur gewaschen und sodann abzentrifugiert (10 Minuten bei einer Zent ri- 
fugalkraft von ~ 2000 -g). Das Waschen beginnt bei t_¢9: bei t_49 wird 
die abgeschleuderte Hefe in Bernsteinsdure-Pufferlésung (1/; mol., 
pu == 5) suspendiert. Mehrfaches Waschen ist iiberfliissig: es konnte 
namlich festgestellt werden, daB nur in Ausnahmefallen die Atmungs- 
intensitat gewaschener und ungewaschener Hefe verschieden war. Die 
Hefe der Fabriksverpackung enthalt also kein exogenes Substrat mehr. 

Die Suspension wird in den Hauptraum gewoéhnlicher, konischer, 
mit zwei Seitenanhangen versehener Atmungsgefabe pipettiert. In die 
Seitenanhange werden die Lésungen der Substanzen gegeben, deren 
Einwirkung auf die EA untersucht werden soll. Das Volumen der im 
Hauptraum befindlichen Fliissigkeit wird mit destilliertem Wasser auf 
2ml, das der Fliissigkeit in den beiden Seitenanhangen auf insgesamt 
1 ml erganzt (Fliissigkeitsvolumen nach Kippen 3 ml). Der Mitte!- 
einsatz enthalt 0,3 ml n KOH. (5,6°%), welches die gebildete Kohlen- 
siure absorbiert. Diese Menge Kalilauge, die theoretisch 3360 uw! CO, 
binden kann, absorbierte bei einem 3 Stunden langen Kontrollversuch 
bis zu tiber 1500 pl CO, genau so schnell wie 10°,ige KOH. Um die 
absorbierende Oberfliche zu vergréBern, ist der Einsatz ferner mit 
einem Stiickchen Filtrierpapier versehen, welches aus der Kalilauge 
herausragt. Die bei den folgenden Versuchen gebildeten CO,-Mengen 
iibersteigen selten 300 wl. 

Zum Pipettieren werden in gré8tméglichstem Ausmah Spritzen 
nach Krogh verwendet, wodurch der Pipettierfehler auf weniger als 1/,°,, 
gesenkt werden kann. 

Bei ts. werden die GefaBe in das Warburg-Wasserbad, welches eine 
Temperatur von 36°C hat, eingehingt. Die Apparate werden mit einer 
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Geschwindigkeit von 70 vollstandigen Hinundherbewegungen pro 
Minute geschiittelt. DaB diese Schiittelgeschwindigkeit geniigt, ergi}; 
sich aus einer Versuchsserie, bei der die Schiittelgeschwindigkeit variiert 
wurde (30 mg Hefe je Ansatz, 30°C): 





Hinundherbewegungen/Min. ....... 73 60 50 40 
Relativer O,-Verbrauch ........... 100 99,5 96,5 95,3 
AOGOR VeOURUONe.... 6. cake ee cece 6 2 6 3 


Die Schiittelamplitude betragt bis zum Mittelpunkt des Gefabes 
7 bis 8em. Das Thermobarometer wird im allgemeinen stillstehend 
im Wasserbad aufgehaingt, da sich bei Kontrollversuchen gezeigt hat 
daB sich die Angaben eines stillstehenden und eines schaukelnden 
Thermobarometers nicht wesentlich voneinander unterscheiden. 


Bei fg wird die erste Ablesung gemacht und der Inhalt der Seiten- 
anhange in den Hauptraum eingekippt. Nach je 15 Minuten erfolgen 
weitere Ablesungen. Eine Versuchsserie mit ein und derselben Hefe- 
suspension umfaBt im allgemeinen 16 Ansitze von verschiedener 7Z11- 
sammensetzung. 


Die Konzentrationsangaben beziehen sich auf die nach dem Ein- 
kippen entstehenden Konzentrationen und sind in millimolar (mmol. 
ausgedriickt. 

Die Konzentration der Pufferlésung ist durchweg 100 mmo! 

Hierbei ist jedoch nicht beriicksichtigt, daB sich nach Verdiinnung der 
urspriinglichen Suspension auf Grund des Volumens der Hefe ein 
gewisser Fehler einschleicht, der jedoch bei den verwendeten Hefe- 
mengen nur ungefahr 1° ausmacht. (Pyknometerbestimmungen des 
spezifischen Gewichtes einer Hefe von 27.2°;, Trockengewicht ergaben: 
1,097, 1,098, und 1,100.) 
Als MaB fiir die Intensitaét der Atmung wird aus den erhaltenen 
Primarwerten des Sauerstoffverbrauchs der Wert fiir —Qo, (= Sauer- 
stoffverbrauch pro Stunde und mg Trockengewicht, ausgedriickt in 
ul) berechnet. 

Die graphische Methode, diesen Wert durch Anlegen der Tangente an 
die Y—O,-Kurve zu ermitteln, kann bei sehr groBen und sehr kleinen 
Winkeln zu fehlerhaften Resultaten fiihren. Deshalb wird —Qo, stattdessen 
aus der Summe des Sauerstoffverbrauchs der 15-Minuten-Perioden vor und 
nach dem in Frage kommenden Zeitpunkt berechnet. Da jedoch —Qo, selu 
oft keine geradlinige Funktion der Zeit ist, so birgt auch diese Berechnungs- 
methode unter Umstanden eine gewisse Fehlerhaftigkeit in sich. Verglichen 
mit der graphischen Methode besitzt sie aber eine entschieden gréBere 
Genauigkeit. In einer Reihe von Fallen ist —Qo, auch fiir t;,; angegeben 
Diesem Wert liegt jedoch nur die Ablesung bei ¢,; zugrunde, und es kann 
ihm also nicht die gleiche quantitative Genauigkeit beigemessen werden 
wie den iibrigen —Qo,-Werten. 











_ 


sd ped 








7 L3¢ ‘Ss 


enc 
hat 
iden 


ten- 
lgen 
efe-. 
Zu- 


‘in- 


al. 


nol 
der 





Endogene Atmung und Garung der Oberhefe. I. 163 


Fiir die Berechnung von —Qpo, ist ferner eine Trockengewichts- 
bestimmung der benutzten Hefe erforderlich. Aus 30 derartigen Be- 
stimmungen, die sich iiber die ganze Untersuchungszeit erstrecken, 
wurde ein Mittelwert von 27,2 + 0,15°/ des Feuchtgewichts errechnet. 
Die Einzelwerte wiesen keine rege’mibige Veranderung auf. In An- 
betracht dieser geringen Streuung der Werte, und da ferner auf einen 
Vergleich der verschiedenen Versuchsserien untereinander kein gréBeres 
Gewicht gelegt ist, wurde der Mittelwert 27,2°, allen Berechnungen 
zugrunde gelegt. Das Trockengewicht wurde nach 20 Stunden langem 
Trocknen bei 105°C bestimmt. 

Das px wurde in Anwesenheit verschiedener Mengen von NaF 
und Na Ng; sowie auch ohne diese Zusatze bei ty und ¢t;59 unter Benutzung 
einer Glaselektrode kontrolliert. Die beobachteten pu-Verschiebungen 
sind sehr klein. Selbst bei Gegenwart 
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Summenwerte der Atmung bei tzo menge bei Zusatz von NaF. 


und tyo9. 


Versuchsserie in dieser Weise zu untersuchen. Jedoch wurde in den 
meisten Fallen nach AbschluB des Versuchs mit Hilfe von Indikatoren 
kontrolliert, da8 keine gréberen px-Verainderungen etwa durch 
Uberspritzen von KOH aus dem Mitteleinsatz in den Hauptraum 
stattgefunden haben. Wahrend eines 2-Stunden-Versuchs steigt das 
pu sowohl mit als auch ohne Fluoridzusatz durchweg um einige 
Hundertstel py-Einheiten. 

Um die geeignetste Hefemenge zu ermitteln, wurde eine Reihe 
vergleichender Untersuchungen mit verschiedenen Mengen ausgefiihrt. 
Es erwies sich dabei, daB sich die normale EA zwischen fy und ty29 bei 
Hefemengen bis zu 90 mg genau proportional zur Hefemenge verhalt 
(Abb. 1). Bei Zusatz von NaF (Abb. 2) liegen die Verhaltnisse jedoch 
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nicht ebenso giinstig. Bei aktivierenden Konzentrationen bis 
ungefahr 20 mmol. — ist eine strenge Proportionalitaét zwar noch vo; 


handen. Wenn aber dann bei starkeren NaF-Konzentrationen ein, 
Hemmung eintritt, so ist diese bei gréBeren Hefemengen geringer « 
bei kleineren. Dies beruht vermutlich darauf, daB HF auf Grund vo; 
Adsorption (u. dgl.) an und in der Hefezelle in verschiedener Weise au! 
Hefe und Suspensionsfliissigkeit verteilt sein kann. Der Gehalt de: 
Hefe an fluorfallenden Metallen, wie z. B. Ca und Mg, ist betrachtlicl, 
Nach Jérgenssen (1940) enthalt die Asche, die etwa 5—9° des Trocken 
gewichtes ausmacht, 1,0—7,58°, CaO und 3,77—6,34°% MgO. Nach 
Angabe der Hefefabrik stellt CaO etwa 2—3°/ der Asche dar, die sich 
ihrerseits auf etwa 7°, des Trockengewichtes be!auft. Eigene Analyser 
bei D 5-Hefe mit einem Aschengehalt von 6,72 bzw. 6,61°% ergaben 
einen CaO-Gehalt der Asche von 2,69 bzw. 2,67°% und einen MgO 
Gehalt von 5,01 bzw. 5,11°,. Es ist unbekannt, wie groB der in der 
Zelle in freiem Zustande befindliche Anteil dieser Metalle ist, der mit 
dem Fluorid reagieren kann. Um die in der Abb. 2 dargestellte Fehler 
quelle auszuschalten, werden deshalb bei samtlichen Versuchen jc 
Warburg-Ansatz 20 oder 30 mg Hefe (Feuchtgewicht) verwendet. Be 
diesen Hefemengen macht sich augenscheinlich der erwahnte Ver 
teilungseffekt nur sehr wenig bemerkbar. 

Die angefiihrten Versuche sind einem Material von etwa 50 Versuchs 
serien mit je 16 Ansitzen entnommen. 


Die normale endogene Atmung. 

Bei einer enzymatischen Reaktionskette hat sehr oft eines der 
Reaktionsglieder eine bedeutend geringere Reaktionskapazitat als dic 
iibrigen, was auf eine niedrige Geschwindigkeitskonstante, geringe 
Enzymmenge oder andere, einzeln bzw. zusammenwirkende Umstande 
zuriickzufiihren ist. Dieses Glied bildet die den Gesamtverlauf be- 
grenzende Reaktion und driickt dem ganzen Proze seinen Stempel auf. 
Bei der von Stier und Stannard benutzten Backerhefe verliuft die EA 
monomolekular. Der begrenzende Faktor ist also eine monomolekulare 
oder pseudomonomolekulare Reaktion, wie z. B. die Spaltung eines 
Enzym-Substratsymplexes, die Hydrolyse eines Zwischengliedes oder 
eine intramolekulare Umlagerung (Enolisierung u. dgl.). Dabei ist 
bekanntlich der Logarithmus der Reaktionsgeschwindigkeit des Gesamt - 
verlaufs, also im vorliegenden Falle z. B. der Logarithmus der —Qpo,- 
Werte, eine geradlinige Funktion der Zeit. Bei t,, hat —Qp, den 
Asymptotenwert 0. : 

Bei der Rotebro D 5-Hefe liegen die Verhaltnisse nicht so 
einfach. In dem oberen Kurvenbild der Abb. 3 stellen die aus- 
gefiillten Kreise den zeitlichen Verlauf der log (—Qo,)-Werte aus 
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timf typischen Versuchen dar. Samtliche Kurven weichen von 
der erwarteten geradlinigen Form ab, indem namlich die Loga- 
rithmenwerte nicht mit konstanter, sondern mit abnehmender 
Geschwindigkeit sinken. (Ein solecher Verlauf ist charakteristisch fiir 
multimolekulare Reaktionen.) Ferner sollte —Qp, bei ¢,, gleich 0 sein. 
\us dem unteren Kurvenbild derselben Abbildung, welches die —Qo,- 

Werte im Verhaltnis zur Zeit darstellt, geht jedoch hervor, daB die 





Kurven sich nicht der 45 
v-Achse, sondern vielmehr : | 
einer fiir jede Kurve charak- | 
teristischen Asymptote ober- 
halb der w-Achse nahern. 
(Diese Asymptoten sind mit 
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den, so ergeben sich —Qo,- 
Serien, die sich nach loga- 
rithsalesen als streng gerad- 
linige Funktionen der Zeit 
erweisen (nicht ausgefiillte 





Kreise im oberen Kurven- 














bild der Abb. 3). Hieraus 0 90 bOMin 
geht hervor, daB auch bei ¥f Ltt —- 
der D5-Hefe die begrenzende Abb. 3. Abhangigkeit der endogenen Atmung von 


. * . der Zeit. Versuchsserien W—35 und W—39 von 
x , y s 
Reaktion, ” enigstens fiir Juni 1940, W—111, W—112 und W—113 von 


einen gewissen Teil der EA. November 1941. Der erste Punkt jeder Versuchs- 


ae serie ist der Wert fiir ¢- - 

von (pseudo-) monomole- 7,5. 

kul Art ist “ee Iti Unteres Kurvenbild: -o-—o-o Qo,: 
MEAFOE AAEY 186. sine multi- die Asymptote fiir ¢.. ist eingezeichnet und ihr 

molekulare Reaktion 1laBt Wert angegeben. 


sich hingegen unter keinen Oberes Kurvenbild: -@-@-—@-— = log ( -Q0,)- 


Umstanden auf diese Weise 
darstellen, weder mit noch 
ohne Beriicksichtigung der oben erwahnten Korrektion. Fiir diesen 
Teil der Atmung stellt somit die Substratkonzentration den begrenzenden 
Faktor dar. 

Die Asymptote kann in verschiedener Weise gedeutet werden, je 
nach dem, ob man annimmt, daB eine einzige Substanz als Substrat 
der Atmung dient, oder daB zwei oder mehrere Substrate gleichzeitig 
veratmet werden (vgl. Borei, 1942). 


-O-0-0 log (—Qg,,) nach Abzug des 
Asymptotenwertes von 20, 
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Im ersteren Falle also bei Gegenwart eines einheitlichen Sul, 
strates hat man zu Beginn einen gewissen, relativ groBen Vorrat 


dieser Substanz anzunehmen. Wahrend dieser Vorrat nun auf den 
Wege iiber eine monomolekulare Veratmung abgebaut wird, erhalt «© 
neue Zufuhr, indem die gleiche Substanz durch Synthese oder durci, 
Abbau anderer Zellsubstanzen neugebildet wird. Dieser ProzeB kann 
mit konstanter Geschwindigkeit verlaufen, z. B. wenn er eine rein 
physikalische, von Materialzufuhr unabhangige Reaktion darstellt 
oder wenn, sofern er enzymatischer Natur ist, die den Verlauf be. 
grenzende Reaktion mit maximal belegten Enzymoberflachen, d. h 
also als eine Reaktion nullter Ordnung!, arbeitet. Ist dies der Fall, 
verlauft also dieser Prozef mit konstanter Geschwindigkeit, und ist 
seine Kapazitat geringer als die der folgenden Veratmung, so wird 
wenn der urspriinglich vorhandene SubstratiiberschuB verbraucht ist, 
ein stationarer Gleichgewichtszustand erreicht, bei dem pro Zeiteinheit 
gleich viel Substrat durch Veratmung umgesetzt wie durch ,,Mobili 
sierung’’ neugebildet wird. Da die Kapazitat des ,,Mobilisierungs- 
systems‘ am geringsten ist, so wird dadurch der gesamte weitere Verlauf 
entscheidend beeinfluBt, und die ganze Atmung wird somit eine Reak- 
tion nullter Ordnung die Asymptote ist erreicht. Der begrenzende 
Faktor kann unter diesen Umstanden z. B. in der aktiven Konzentration 
eines ,,Mobilisierungsenzyms‘** zu suchen sein. Die beschriebenen Ver- 
haltnisse seien in folgendem Schema zusammengefaBt : 
8, s O- 0, 
RKA RMA 

S stellt das anfainglich angehéufte Substrat dar und ist gleichzeitig 
ein Zwischenglied im Oxydationsweg der Vorstufe 8,. Die begrenzende, 
mit konstanter Geschwindigkeit verlaufende Reaktion, Rx,, im Umbau- 
weg S, > S ist durch einen gestrichelten Kreis angegeben. Die zweite 
begrenzende, monomolekular verlaufende Reaktion, Ry,, im Abbauwey 
des Substrats S ist als ausgezogener Kreis eingezeichnet. 

Geht man von der Annahme aus, da gleichzeitig zwei (oder 
mehrere) Substrate der Atmung vorliegen (vgl. Borei, 1942), so kénnen 
sich diese nach einem gewissen, beiden gemeinsamen Zwischenglied 
des gleichen Enzymsystems bedienen. Wenn das erste gemeinsame 
Glied vor der begrenzenden Reaktion, also dem Substrat naher, im 
monomolekularen Abbauweg des einen Substrats liegt und wenn der 


1 Eine mono- oder multimolekulare Reaktion mit extrem niedrige: 
Geschwindigkeitskonstante wird scheinbar von nullter Ordnung, wenn die 
Substratkonzentration hoch ist. Im vorliegenden Falle ist die Kapazitat 
jedoch nicht unbetrachtlich (Asymptotenwert ungefaihr bei —Qo, = 3) 
und es wiirden folglich betrachtliche Anfangskonzentrationen erforderlich 
sein. 
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begrenzende Faktor im Abbauweg des anderen Substrats (bzw. der 
anderen Substrate), z. B. ein im nicht gemeinsamen friiheren Teil des 
Abbauweges gelegenes, vollstandig belegtes Enzym oder ein von der 
Substratkonzentration unabhangiger physikalischer Prozef ist, so ent - 
stehen nur dann solche Verhaltnisse, wie sie die vorliegenden Kurven 
darstellen, wenn das erste Substrat schon von Beginn an so weit ab- 
gebaut ist, daB es die unmittelbare Vorstufe der monomolekular ver- 
laufenden Reaktion ist. Der oben dargestellte Fall mit nur einem 
(gemeinsamen) ,,Substrat‘‘ ist mit dem letztbeschriebenen kinetisch 
identisch, da die monomolekular abgebaute Substanz zu einem Zwischen- 
glied in der Reaktionskette des anderen Substrats wird. 

Die begrenzenden Reaktionen der beiden Substrate kénnen beide 
auch in nicht gemeinsamen Anteilen der Abbauwege liegen. Solche Ver- 
haltnisse sind, wie von Borei (1942) naher untersucht wurde, mit den 
Resultaten der obigen Kurvenanalysen gut vereinbar. Es liegen dann 
unbedingt zwei verschiedene Substrate vor. In diesem Falle wiirde 
das Schema folgendermafBen zu zeichnen sein: 


Ry a 
() 


RKA 
8, 


Doch ist es ebenfalls denkbar, daB die Veratmung der verschiedenen 
Substrate auf ginzlich voneinander getrennten Wegen erfolgt. Die 
Hemmbarkeit durch Fluorid und Azid entspricht jedoch nicht einer 
solechen Annahme. 


Allen diesen méglichen Fallen ist gemeinsam, daB bei dem einen 
Teil der Atmung — in der Fortsetzung monomolekularer Anteil der 
Atmung (MA) genannt — die Substratkonzentration der begrenzende 
Faktor ist und das begrenzende Reaktionsglied monomolekularen Typ 
aufweist. Bei dem anderen Teil der Atmung — konstanter Anteil der 
Atmung (KA) genannt — ist der begrenzende Faktor eine Enzym- 
konzentration, ein physikalischer ProzeB oder dgl. und der begrenzende 
ProzeB ist folglich eine Reaktion nullter Ordnung. Die Frage, ob ein 
oder mehrere Substrate vorliegen und, im letzteren Falle, ob gemeinsame 
Reaktionsglieder angenommen werden miissen, wird weiter unten be- 
sprochen werden. Grundsitzlich werden die Resultate zunachst unter 
der Annahme behandelt, da zwei verschiedene Substrate vorliegen 
und jedes dieser beiden sein ihm eigenes Enzymsystem — ohne gemein- 
same Glieder — besitzt. Ein Enzymsystem entspricht somit der MA, 
das zweite der KA. 
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Was die MA anbelangt, so laBt sich die Geschwindigkeit, mit « 
der Sauerstoff verbraucht wird, durch folgende Formel ausdriicke; 
- Vo, — H (a — %), j (| 
Qo, = Geschwindigkeit des Sauerstoffverbrauchs, 
H = Geschwindigkeitskonstante der Reaktion, 
a == Initialkonzentration des Substrats der Atmung, 
x im Zeitpunkt ¢ verbrauchtes Substrat. 


Nach Integrieren erhalt man: 
2.203 a 
t we lo . 
H Caz 


Ersetzt man in (2) den Ausdruck (a — x) durch den aus (1) ermittelt: 
Wert, so ergibt sich 


pane 
2,303 


log (~ Q,) 


Diese Reaktion wird von einer geraden Linie dargestellt ; die Kon- 
stante C ist eine Funktion von H und a. Die geradlinigen Kurven de: 
Abb. 3 (nicht ausgefiillte Kreise) geben den Zusammenhang zwischen 
log (—Qo,) und t wieder. Zwischen den Geschwindigkeitskonstanten (// 
der Reaktionen und den Winkelkoeffizienten (k) der Kurven besteht 
das Verhaltnis 


H = — 2,303 k. 


Die drei Versuche von November 1941 (W—111, W112 und 
W113) haben somit eine héhere Geschwindigkeitskonstante a!s dic 
Versuche von Juni 1940 (W—35 und W—39). Das Verhaltnis de: 
Konstanten zueinander betragt ungefahr 2:1. Dies braucht nun nicht 
zu bedeuten, daB zwei verschiedene, monomolekulare, begrenzende 
Reaktionen vorliegen, sondern wahrscheinlich arbeitet in beiden Fallen 
ein und dieselbe Reaktion mit verschiedenen Enzymkonzentratione) 
Bei heterogenen Katalysen, wie sie im Atmungssystem unzweifelhaft 
vorliegen, bewirken nimlich Konzentrationsveranderungen der Enzyme 
groBe Verschiebungen der experimentellen Geschwindigkeitskonstanten. 
Es ist jedoch zu bedenken, daB eine enzymatische Kette hierbei solche 
Veranderungen ihrer Zusammensetzung erfahren kann, daB die Roll: 
der begrenzenden Reaktion von einer Teilreaktion zu einer anderen 
iibergeht. Sind diese beide von monomolekularem Typ, so wird dic 
Art des enzymatischen Prozesses nicht grundsatzlich verandert, woh! 
kénnen jedoch Verainderungen der Geschwindigkeitskonstanten auf- 
treten. 

Das Enzymsystem der MA hat somit bei den beiden Gruppen von 
Versuchsserien verschiedene Kapazitat. Die Asymptote hingegen liegt 
in allen Fallen auf etwa derselben Héhe im Gebiet von —Qo, = 
Dies deutet an, daB die die KA begrenzende Reaktion keine groBeren 





Endogene Atmung und Garung der Oberhefe. | 


Tabelle I. 





‘ Asymptote Alog (— ¢ 
Versuchsserie Datum bei - Qo _- si a Qo,, bei tis 


W —34 ; 
W—35 5. V 
W —39 26. ¥ 


I. 1940 3,50 0,47 8,25 
I. 1940 3,00 O49 8,65 
I. 1940 2,85 0,41 7,20 
I 
I 


W —40 22. VIII. 1940 2.85 0,30 6,90 
. IX. 1940 2,90 0,26 6,50 
X. 1940 3,05 0,32 6,10 


W—5l 
W -—-57 


W -87 IT. 1941 2,4! 0,51 10,00 
W—91 a TT. 1941 y 0,60 10.40 
W —93 . VI. 1941 2,58 0,57 9,75 
W—100 . VIII. 1941 2,10 0,81 13,25 
W —109 4, X. 1941 5,45 0,70 30,35 
W—110 20. c. 1941 ; 0,79 15,55 
W -I1l11 5. . 1941 7 0,85 12,40 
W—112 21. XI. 1941 3,5! 0,85 14,60 
W113 24. XI. 1941 | 0,75 14,05 
W—114 » «6X. 1941 | 3,25 0,79 13,90 


Schwankungen aufweist. In Tabelle L ist eine Reihe weiterer, zeitlich 
zwischen den beiden ersterwaihnten Gruppen liegender Versuche an- 
gefiihrt. Abgesehen von den Oktober-Versuchen 1941 zeigt die Asymp- 
tote durchweg eine beachtenswert konstante Lage im Gebiet von 
-Wo, = 3, was auf eine entsprechende Konstanz der die KA begren- 
zenden Reaktion (Enzymsystem 7?) hindeutet. Hinsichtlich des Enzym- 
svstems der MA dagegen ergeben sich groBe, materialbedingte Varia- 
tionen. Als MaB fiir diese sind die Veranderungen angefiihrt, die der 
Wert von log (—Qo,) (—Qo, ist hierbei um den Asymptotenwert korri- 
giert) pro Stunde aufweist. Diese verhalten sich proportional zu den 
Geschwindigkeitskonstanten. Die angegebenen —( ,-Werte (diese sind 
nicht um den Asymptotenwert korrigiert) variieren in deutlicher Korre- 
lation mit den Geschwindigkeitskonstanten und zeigen ebenfalls die oben 
erwahnten Variationen. Die letzteren diirften wohl auf die Ziichtungs- 
bedingungen der Hefe zuriickzufiihren sein. Dies ist jedenfalls mit 
Sicherheit der Fall bei der anormalen Oktoberhefe des Jahres 1941. 
Die zwei angefiihrten Versuche mit dieser Hefe zeigen, daB nicht so 
sehr die MA (Wert der Geschwindigkeitskonstanten nur unbedeutend 
niedriger) als vielmehr die KA verandert ist. Die hohen Asymptoten- 
werte deuten auf eine durchgreifende Aktivierung dieses Systems hin. 
Die ebenfalls hohen —Qo,-Werte sind als eine Folge hiervon zu_be- 
trachten. Da® jedoch auch das Enzymsystem der MA beeinfluBt sein 
muB, ergibt sich aus der im folgenden Kapitel besprochenen Ver- 
anderung der Empfindlichkeit gegen NaF. 
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Aus den RQ-Bestimmungen von Stier und Stannard (1936a un 
1936b) geht hervor, da8 das veratmete Substrat der MA Kobhle: 
hydratcharakter besitzt. Der RQ betrug wahrend des ganzen Atmung- 
verlaufs 1. Beim Verfolgen des Gesamtstickstoffgehalts wahrend de. 
Verlaufs der EA (hier gleich MA) erwies sich ferner, daB die Erhéhuny 
der relativen Totalstickstoffwerte (pro mg Trockengewicht) nur unter 
der Bedingung der Atmung quantitativ entsprach, daB diese auf ein: 
Oxydation von Kohlenhydraten zuriickgefiihrt wurde. Da ferner nac! 
Stier und Stannard (1936b) die Empfindlichkeit der EA (hier gleich M.\ 
gegen CN~ und Monojodacetat darauf hindeutet, daB hier das gleiche 
Atmungssystem vorliegt wie bei der exogenen Atmung, so kénnte dic 
Annahme naheliegend erscheinen, da8 die gesuchten Zwischenglieder 
phosphorylierte Hexosen darstellen. Indessen geben Stier und Stannar/ 
(1936 b) an, daB de: RQ auch unter Einwirkung von CN~ gleich 1 ist 
wahrend Lindahl (1940) in ahnlichen Versuchen mit Rotebro D 5-Hefe 
feststellt, daB der RQ bei 5 Stunden langen Untersuchungen in Luft 
(oder Oz) bedeutend erhdht ist. Dies kann auf einen gleichzeitig mit der 
gehemmten Atmung verlaufenden GarungsprozeB hindeuten, doch sind 
auch andere Erklarungen méglich. In Lindahls Fall liegt sowohl eine 
MA als auch eine KA vor, in Stier und Stannards dagegen nur eine MA 
Ferner kann Lindahl (1941) keine CO-Hemmbarkeit der KA feststellen 
Dies kann méglicherweise in Zusammenhang mit den Sattigungs- 
verhaltnissen der von CO angreifbaren Enzymoberflachen stehen. 
Auch das verschiedene Verhalten der excgenen und endogenen Atmung 
in Anwesenheit von Cystein oder Thioglykolsiure [Runnstrém und 
Sperber (1938)] widerspricht der Annahme, daB Glucose ein Zwischen- 
glied der EA darstellen kénnte. Doch koénnte diese Schwierigkei' 
méglicherweise durch die Annahme behoben werden, daB die Hexosen 
bei der EA als Resultat des Abbaus héherer Kohlenhydrate nie anders 
auftreten als in Form phosphorylierter Produkte, wahrend die exoge 
zugefiihrte Glucose von Anbeginn an unphosphoryliert ist. In diesem 
Zusammenhang sind die von Brandt (1941b) miindlich mitgeteilten 
Resultate interessant, da8 im friihen Verlauf der EA, d.h. wahrend 
der ersten 4 Stunden (bei 25° C), eine starke Erhéhung der saureldslichen 
Phosphatfraktionen (phosphorylierte Hexosen und Triosen, Adenosin- 
triphosphat usw.) bis zum Erreichen eines asymptotischen Schluli- 
wertes festgestellt werden kann. Diese Erscheinung verlauft auffallend 
parallel mit der Abnahme der der MA entsprechenden —Qo,-Werte. 
Die bisher ausgefiihrten Hydrolyseversuche von Brandt haben jedoch 
keine Anhaufung irgendeiner speziellen Phosphatfraktion ergeben. 

Es ist bemerkenswert, da8 der fiir die normale EA charakteristische 
RQ (= 1) die Méglichkeit einer aeroben Garung ausschaltet. Bei der 
exogenen Veratmung von Substraten der verschiedensten Art tritt 
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dagegen eine solche Garung auf. Die exogene Atmung und Garung 
haben gewisse Zwischenglieder, die phosphorylierten Hexosen und 
3-Kohlenstoffverbindungen, gemeinsam. Man kénnte somit also ver- 
muten, daB bei der EA die iiber diese fiihrenden Abbauwege nicht be- 
schritten werden. Es ware denkbar, daB in diesem Falle der Abbau 
vor allem tiber Pentosen verlauft. 

Als primares Ausgangsmaterial fiir die EA kommen _ besonders 
Glykogen und Trehalose in Frage. Diese Substanzen werden beide zu 
Glucose abgebaut. Interessant ist die Wahrnehmung von Stier und 
Stannard (1936a), daB der Glykogengehalt der Zellen der GréBe der EA 
(die in jenem Falle gleich MA ist) ungefaihr proportional ist; wenn 
die EA ganz beendet war, so enthielten die Zellen kein Glykogen 
mehr. Fiir die MA sollte also vor allem Glykogen als Substrat in Frage 
kommen. Jedoch ist der normale Glykogenvorrat der Hefezelle be- 
grenzt. Fiir die auBerordentlich starke Aktivierung der EA, die 
Brandt (1941a) durch Erwarmen der D 5-Hefe auf 50°C erzielt, reicht 
er keinesfalls aus. Bei sémtlichen Analysen findet Brandt eine Ab- 
nahme des Trehalosegehalts der Zellen. Myrbdck und Ortenblad (1936) 
haben den Trehalosegehalt der Backerhefe untersucht und dabei fest- 
gestellt, daB nicht weniger als bis zu 14°% des Hefetrockengewichts Treha- 
lose darstellt. Diese bildet also eine nahezu unerschépfliche Quelle als 
eventuelles Substrat der EA. Die Verfasser zeigteri auch, daB die Zelle 
zugesetzte Trehalose — wenn auch mit geringerer Geschwindigkeit als 
Glucose — vergiren kann. Myrbdck und Ortenblad (1937a) beschreiben 
ferner eine interessante Parallele zu der im nachsten Kapitel besprochenen 
Aktivierung des Enzymsystems der KA durch NaF: Sie zeigen, da’ 
unter der Einwirkung von Giften, wie Athylacetat, die Trehalose zur 
Vergirung mobilisiert, d.h. in vergirbare Produkte iiberfiihrt wird. 
In einer spiteren Abhandlung (1937b) heben sie hervor, daB die Treha- 
lose nur in dem MaBe, in dem sie in Glucose gespalten wird, vergoren 
werden kann und dai bei dieser Garung Hexosediphosphorsiaure an- 
gehauft wird. Die Trehalosegirung geht somit vermutlich den gew6hn- 
lichen Weg iiber die phosphorylierten Hexosen und Triosen. Cozymase 
nimmt ebenfalls am Abbau teil. Welche Substanz oder welche Sub- 
stanzen das Ausgangsmaterial fiir die endogene Verbrennung mittels 
der Enzymsysteme der MA und der KA bilden, kann jedoch bis auf 
weiteres nicht entschieden werden. 


Endogene Atmung bei Anwesenheit von NaF. 


60 Minuten, nachdem die Hefe in der Pufferlésung suspendiert 
wurde und nachdem sie wahrend dieser Zeit 45 Minuten bei Zimmer- 
temperatur und 15 Minuten bei 30°C aufbewahrt worden ist, wird 
bei t) durch Einkippen eine bestimmte, in Wasser geliste Menge NaF 


12* 
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zugesetzt. Die Einwirkung verschiedener Mengen von NaF auf die E.\ 
geht aus der Abb. 4 hervor, die einen typischen Versuch darstellt. 
Mit steigender Fluoridkonzentration ergibt sich zunachst ein 


kontinuierliche Erhéhung des totalen Sauerstoffverbrauchs. Diese: 
erreicht bei etwa 20 mmol. ein Maximum. Die gesamte Veratmung ist 
hier doppelt so grof wie die der Kontrolle. Bei weiterhin erhéhte: 
Fluoridkonzentration sinken die Werte wieder, passieren den de: 
Kontrolle und belaufen. sich 
bei etwa 40 mmol. auf = nur 
etwa ein Drittel des Kontroll- 
wertes. Die nur schwach aus 





al 


IF 


S 


gepragte initiale Induktion 
bei t,; haben samtliche Kurven 
ihre endgiiltige  Richtune 
schon nahezu_ erreicht 


& 








deutet an, daB das Eindringen 
in die Zelle und die Ein 
wirkung auf die dort befind- 


Sy 








a 


lichen Enzymsysteme — ein 
schnellverlaufender Proze{ ist 
Dies steht in Ubereinstim- 
mung mit den Untersuchungen 


2 0; —-Varbrawch je ma Trockengewicht 


























Jere. von Malm (1940) itiber die 
Geschwindigkeit des Ein- 
| dringens von Fluor in die 

0 oO 120 160 ot y 
Min nachEinkippenvornaf Hefezelle. Bei ihren Ver- 
Abb. 4. Einwirkung verschiedener Na F-Konzen- suchen, mit denen sie die 
trationen auf die endogene Atmung. Summen- Richtigkeit der Annahme von 
kurven des Sauerstoffverbrauchs. Na F-Zusatz 4 ‘ ; 
bei to. Runnstrém und Sperber (1938) 


’ 


beweist, daB HF in undisso- 
ziierter Form in die Zelle eindringt, und die mit D 5-Hefe bei 25°C 
(also bei niedrigerer Temperatur als im vorliegenden Falle) ausgefiihrt 
wurden, waren bei tg) schon etwa 80°, der endgiiltig aufgenommenen 
Menge NaF eingedrungen. 

Bei 24 mmol. NaF ist zunachst der gesamte Sauerstoffverbrauch 
geringer als der der Kontrolle, im Laufe der Zeit tritt jedoch eine starke 
.Erholung auf, so daB schlieBlich die Summenwerte bedeutend iiber 
denen der Kontrolle liegen. Diese Kurve ist von besonderem Interesse, 
wie weiter unten naher besprochen werden soll. 

Die Atmungsgeschwindigkeit bei fg) ergibt in groben Ziigen ein 
Bild vom Zustand der Atmungsenzyme, nachdem das physikalische 
Eindringen des Fluorids in die Zelle und die hier durch Einwirkung auf 
die Enzyme verursachten Gleichgewichtsverschiebungen einen gewissen 
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\bschluB erreicht haben. Die Abb. 5 stellt eine solche Zusammen- 
stellung fiir den Versuch der Abb. 4 dar. 

Die Erhéhung der Atmungsintensitat, die wir bei kleinen NaF- 
Konzentrationen beobachten, folgt einer mehr oder weniger  aus- 
vepragten Exponentialfunktion. Diese Erhéhung kann, wie weiter 
unten im Zusammenhang mit der Besprechung des Zeitverlaufs der 

(Jo,-Anderung gezeigt wird, als eine Aktivierung des Enzymsystems 
der KA gedeutet werden. Man ver- 























vleiche auch die aktivierende Wirkung o ‘ies | | ~ 
von NaF auf die EA substrat verarmter fxs [ Be 
Hefe (s. unten). Diese Hefe weist nur 10 a: Semen sea weed 
eine KA auf. Oben wurde ausgefiibrt, 
daB die begrenzende Reaktion des En- 150 
zymsystems der KA — sofern sie enzy- | ff 
matischer Natur ist mit vollstandig ™ | | 0 
substratbelegten aktiven Enzymober- . : 
flichen arbeitet. Eine Erhéhung der 
Atmungsintensitat ist unter diesen Um- eet oe ad 
standen nur méglich, wenn eine Ver- | an 3 
gréBerung der aktiven Enzymober- 0 r w ° 
flichen auf die eine oder andere Weise Naf —= memol 
zustande kommt. Hinsichtlich der Ver- _ Abb. 5. Minarittiang. vewtedener 
Na F-Konzentrationen auf die endogene 
yirung der Trehalose nahmen M yrbdck Atmung. Geschwindigkeitswerte des 
und Ortenblad (1936) an, da& Enzym bith, thebeats apintewt 
und Substrat in der Zelle irgendwie dem —Qo,-Wert der Kontrolle als 
100%. 


értlich getrennt sind. Erst bei einer 
Beschadigung der Zelle durch Trocknen, Behandeln mit Athyl- 
acetat usw. k6nnen sie miteinander in Beriihrung kommen, wo- 
durch die Garung in Gang gesetzt wird. Eine ahnliche Erklarung 
ware auch im vorliegenden Falle denkbar. Bekanntlich sind viele 
Enzyme an strukturelle Bestandteile der Zellen gebunden. An die Ober- 
flache dieser Elemente adsorbiert iiben sie ihre enzymatische Funktion 
aus. Je nach dem Vorkommen von reaktiven Gruppen kénnen sie 
nun, eingefiigt in ein monomolekulares Flachengebilde, die enzyma- 
tisch aktive Gruppe entweder nach auBen oder nach innen wenden. 
Nimmt man nun an, dab diese Gruppe im vorliegenden Falle zum 
iiberwiegenden Teil nach innen gewandt ist. so ist folglich das Enzym 
weitgehend inaktiv. Fiir viele monomolekulare Schichten konnte nach- 
gewiesen werden, dab ihre Stabilitat véllig von einer zusammenhaltenden 
Substanz — in vielen Fallen Ca” bestimmt wird. Fehlt diese, so 
wird die Schicht aufgebrochen, wodurch die Orientierung der be- 
teiligten Molekiile aufgehoben wird. Ca** und F~ bilden ein schwer- 
lésliches Salz und gehen komplexe Verbindungen ein. Zusatz von 
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Fluorid kénnte somit die Schicht aufbrecken, neue aktive Enzymober 
flachen kénnten sich ihrem Substrat darbieten und die Atmung folglic! 
erhéht werden. Direkte Beweise fiir eine solche Theorie haben abe: 
bisher nicht erbracht werden kénnen. Die Beobachtung, daB auch 
nach Zusatz von NaN, oder bei Behandlung mit CO, in beiden Fallen 
bei kleinen Konzentrationen, eine Aktivierung eintritt, ]4Bt sich jedoc! 
nicht auf diese Weise erklaren. Dab eine solche Aktivierung bei so vie!en 
in starkerer Konzentration die Atmung hemmenden Stoffen vorkommt 
laBt daher eher einen mehr speziellen, enzymchemischen Mechanismu- 
vermuten. Eine Analogie mit dem Pasteurschen Enzym {Stern (1940) 
welches den Zusammenhang zwischen Atmung und Garung regelt, ist 
dabei nicht ausgesch!ossen. 

Die Atmungsaktivierung nimmt bei héheren Na F-Konzentrationer 
ab, um allmahlich bei etwa 20 mmol. ein Maximum zu erreichen, be: 
dem die GréBe der Atmung etwa 200 bis 250°, derjenigen der NaF 
freien Kontrolle betragt (100 bis 150%, Aktivierung). Bei weite: 
steigender Na F-Konzentration tritt ein sehr steiler Abfall der Atmungs 
intensitat auf. Die —(, -Werte sinken sehr schnell unter den de: 
Kontrolle. Eine véllige, 100 °,ige Hemmung wird jedoch nicht erreicht 
Bei 40 mmol. betragt die Atmung noch etwa 25°, und bei 160 mmo 
noch etwa 15°, derjenigen der Kontrolle. 

Es handelt sich hier um einen Angriff des Fluorids an einem weitere 
Punkt der Atmungskette — diesmal jedoch nicht in beférdernde: 
sondern vielmehr in hemmender Richtung. Die Art dieses Eingriffs 
scheint sowohl fiir die MA wie die KA von gleicher Natur zu sein. In 
Anschlu8 an die Feststellung von Runnstrém, Borei und Sperber (1939 
und Borei (1939), daB sich der Angriffspunkt fiir die Na F-Hemmung 
der exogenen Atmung im Gebiet der Cytochrome C und B in dem dem 
Sauerstoff zuniachstgelegenen Teil der Atmungskette befindet, kann 
hier angenommen werden, daB dasselbe auch fiir die EA gilt. Docl 
soll dies einer genaueren Untersuchung unterworfen werden. Diese 
Annahme fiihrt dazu, da die spateren (d.h. sauerstoffnaheren 
Glieder der Atmungskette als der MA und der KA gemeinsam be 
trachtet werden miissen. Die weiter unten beschriebenen Na N,-Ver- 
suche fiihren zu derselben SchluBfolgerung. Nach Runnstrém, Gurney 
und Sperber (1941) bilden das betroffene Enzym und Fluorid eine Kom. 
plexverbindung, die sick der Teilnahme in der Abbaukette entzieht 
Beim Abbau exogenen Substrats sind zwei solche fluoridempfindliche 
Enzyme wirksam, und zwar je eines im aeroben (Atmung) und im 
anaeroben (Garung) Abbauweg. Im Falle des Garungsenzyms, bei dem 
es sich um die Enolase handelt, bi!det nach Warburg und Christian (1°41 
das in der wirksamen Gruppe des Enzyms enthaltene Magnesium mit 
Phosphat und Fluorid einen Kemplex. Als Magnesium-Fluoro-Phosphat - 
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verbindung ist das Enzym unwirksam. Die Frage, ob ein analoger 
Mechanismus auch im Falle des fluoridempfindlichen Atmungsenzyms 
vorliegt, wird Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. 

Auf Grund der erwahnten Feststellungen und unter der Annahme, 
daB die die KA aktivierende Wirkung auch in Gegenwart héherer 
NaF-Konzentrationen bestehen bleibt, kann man den folgenden Zu- 
sammenhang erwarten, der durch die Untersuchungen bestatigt worden 
ist und im Anschlufi an die Abb. 6 naher beschrieben wird: 

Bei hohen NaF-Konzentrationen (~- 30 mmol.) fallt infolge der 
Abnahme der gesamten Transportkapazitit der —Qp. rasch auf einen 
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Abb. 6. Zeitliche Verinderung der endogenen Atmungsgeschwindigkeit bei verschiedenen 
Na F-Konzentrationen. 


sehr niedrigen Wert. Der dem Substrat nahergelegene Teil des Enzym- 


systems der KA arbeitet jedoch auch weiterhin durch Einwirkung 
von NaF vermutlich sogar mit erhéhter Wirkung — und hauft immer 


gréBere Mengen von Zwischengliedern an, fiir deren weiteren Abbau 
folglich die gehemmten, eventuell gemeinsamen enzymatischen Teil- 
reaktionen der KA und MA maBgebend sind. Da aber bei diesen Reak- 
tionen die Eigenschaft des begrenzenden Faktors infolge der Hemmung 
von der Substratzufuhr zur Enzymmenge iibergegangen ist, d.h. da 
der Reaktionstyp von nullter Ordnung geworden ist, so kann sich der 
Umsatz nicht erhédhen. Die Versuche haben sich tiber mehrere Tage 
erstreckt, der —Qp, wies jedoch, nachdem er nach einigen Stunden ein 
Minimum erreicht hatte, biszu 60 Stunden keine weitere Veranderung auf. 

Wie oben schon erwahnt, ergibt sich selbst bei groBen Na F-Kon- 
zentrationen keine 100 °,ige Hemmung, sondern ein gewisser Atmungs- 
rest bleibt unbeeinfluBt bestehen. Dieser Rest ist bei Gegenwart auberst 
verschiedener NaF-Konzentrationen (bei einem Versuch zwischen 50 
und 160 mmol.) von konstanter GréBe. Bei Versuchen mit beliifteter 
Hefe verbleibt der Atmungsrest ebenfalls unverandert, und zwar 
unabhangig davon, ob die Hefe bis zu 5 Tagen beliiftet worden ist. 
Durch eine solche Behandlung werden die iibrigen Folgen der Fluorid- 
einwirkung hingegen betrachtlich verandert (vgl. auch Abb. 8). Diese 
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Umstande diirften daraufhin deuten, daB es sich hier um eine Fraktio; 
der Atmung handelt, die, unter Umgehung der gew6hnlichen Atmungs 
kette, gegen Fluorid unempfindlich ist. Dies bestatigen auch spektro 


skopische Beobachtungen, indem namlich die Absorptionslinien des 
reduzierten Cytochroms C bei Gegenwart von 50 mmol. Fluorid an- 
aerob nur d4uBerst langsam und spurenweise erscheinen, trotzdem in 
Anbetracht der GréBe des Atmungsrestes das betreffende Dehydrase 
system iiber eine beachtenswerte Reduktionskapazitat verfiigen mui 
Ist die dargelegte Hypothese richtig, so kann die atmungshemmende 
Wirkung des Fluorids bei den iibrigen Fraktionen der Atmung einen 
vollstandigen Stillstand (100°,ige Hemmung) herbeifiihren. 

Die zeitliche Verainderung des —Qp, bei 24 mmol. NaF weist einen 
durchaus andersartigen Verlauf auf. In Abb. 6 sind die Veranderungen 
des —Qo, bei einem 3-Stunden-Versuch mit einer Anzahl verschiedener 
Fluoridkonzentrationen wiedergegeben. Die Kurve fiir 24 mmol. NaF 
sinkt wahrend eines ersten kurzen Zeitabschnitts schnell, wendet scdann 
um, d.h. steigt langsam, und zwar bedeutend iiber die Kontrollkurve 
hinaus, erreicht ein Maximum und weist sodann wieder eine sehr lang- 
same Abnahme auf. Runnstrém, Gurney und Sperber (1941) stellen bei 
ihren Versuchen iiber die exogene Atmung fest, da einem ,, Begleitstoff*. 
der mit dem Vorkommen von Substrat fiir Atmung und Garung in 
Zusammenhang steht, ein schiitzender Effekt hinsichtlich der Fluorid- 
wirkung auf das Enzym zukommt. Sie erklaren dies damit, daB zwischen 
Fluorid und ,,Begleitstoff‘ ein Wettbewerb um die freien Enzym- 
molekiile besteht und daB die Verbindung ,,Begleitstoff*‘—Enzym eine 
gegen die Einwirkung von Fluorid geschiitzte Einheit (,,protected unit") 
darstellt. Je mehr Substrat vorhanden ist, desto mehr ,, Begleitstoff*- 
Enzym-Molekiile kénnen gebildet werden und desto geringer ist die 
Méglichkeit fiir das Aufkommen von Fluorid-Enzym-Molekiilen. Es 
ergibt sich somit eine Verminderung der Hemmung durch Fluorid. Auf 
das vorliegende Problem angewandt, wiirde die gleiche Uberlegung 
folgendermaBen lauten: Bei Zusatz des NaF ist nur wenig Substrat 
vorhanden und die Atmung ist dementsprechend verhaltnismaBig 
schwach. Das Fluorid kann somit das hemmbare Enzym leicht an- 
greifen; demzufolge sinken die —Qpo,-Werte schnell. Gleichzeitig wirkt 
das Fluorid indessen stark auf das aktivierbare Enzym der KA ein, 
wodurch eine Substratanhaufung eintritt, die ihrerseits das hemmbare 
Enzym zu einer erhéhten Bildung von ,, Begleitstoff**-Enzym-Molekiilen 
veranlaBt. Die Enzym-Fluorid-Bindungen nehmen ab und —(po, steigt. 


Bald tritt ein stationaires Gleichgewicht ein, welches bedeutend iiber 


der Asymptote der Kontrolle liegt. Dies bedeutet, daB sich die Tatigkeit 
des Systems der KA sehr verstarkt haben mu’, zumal wenn man be- 
denkt, da das hemmbare Enzym zufolge der Anwesenheit von Fluorid 
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subnormal arbeitet. Dab der Wert fiir —(Q >, schlieBlich wieder langsam 
sinkt, ist médglicherweise auf eine aus diesem oder jenem Grunde ein- 
tretende Senkung des hohen Arbeitsrhythmus der KA zuriickzufiihren. 

Bei niedrigeren NaF-Werten ergibt sich hingegen ein anderer 
Verlauf. Hier steigen die —Q o,-Werte schnell bis zu einem Maximum 
und nehmen dann lingsam ab. , Untersucht man den letzteren Teil 
dieses Verlaufs, so findet man, da die Kurve einer Asymptote zustrebt, 
die oberhalb derjenigen der Kontrolle liegt, und dab die fallende 
Kurve nach Abzug der Asymptote dem Typ einer monomolekularen 
Reaktion entspricht. In dem in Abb.6 dargestellten Fall liegt die 
Asymptote der Kontrolle bei etwa —Qo, = 2,90, die der 8-mmol.-Kurve 
dagegen bei —Qo, = 4.6. Der Kurvenverlauf ist so zu deuten, dab 
das Fluorid das begrenzende Enzym der KA in positivem Sinne beein- 
fluBt, wodurch die Menge des Substrats der Atmung steigt und infolge- 
dessen ein héherer —Qo,-Wert erreicht wird. Die Veratmung des 
Substrats der MA geht jedoch weiter, weshalb die Gesamtmenge an 
Atmungssubstrat und damit der —Qp,-Wert bald abzunehmen_ be- 
ginnt, bis beim Erreichen der Asymptote das Substrat der MA ver- 
braucht ist und nur die KA iibrigbleibt. 

Bei 16 mmol. NaF sind die Verhaltnisse analog, doch ist die KA 
noch mehr erhéht. Es ist interessant, daB sich die hemmende Wirkung 
des Fluorids bei diesen niedrigeren Fluoridkonzentrationen so wenig 
bemerkbar macht. Auf diesen Umstand weisen schon Runnstrém, 
Gurney und Sperber (1941) hin, die ahnliche Erscheinungen bei der 
exogenen Atmung feststellen. Sie erklaren dies damit, daf}§ das Fluorid 
nicht als einfaches Atom in den Fluorid-Enzym-Komplex ! eintritt, 
sondern daf}S auf jedes Enzymmolekiil mehrere Fluoratome kommen 
(EF,,, x gleich Anzahl Fluoratome). So ist es verstindlich, daB kleinere 
Fluoridkonzentrationen nicht auffallend zu hemmen vermégen, von 
einer gewissen Fluoridmenge an die Hemmung jedoch deutlich in Er- 
scheinung tritt und sodann sehr schnell zunimmt. Auch die Kurve 
der Abb. 5 gibt diesen Zusammenhang in sehr deutlicher Weise wieder. 

Hinsichtlich der Fluoridempfindlichkeit der EA weist die Hefe 
eine deutliche Variation auf. Diese Variation scheint mit der im vorigen 
Kapitel beschriebenen materialbedingten Variation der nicht durch 
Zusitze beeinfluBten EA in Zusammenhang zu stehen. Die Abb. 7 
enthalt eine Anzahl von Versuchen aus der Zeit von Juni 1940 bis 


1 Nach den Untersuchungen von Warburg und Christian (1941) iiber 
die Enolase ist die inaktive Form eine Komplexverbindung zwischen Magne - 
sium-Fluoro-Phosphat und Protein. Auch wenn die Verhaltnisse bei dem 
hemmbaren Atmungsenzym analog sind, so wird hier doch die Terminologie 
von Runnstrém u. Mitarbeitern beibehalten. 
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November 1941. 
Werte dargestellt. Die im vorigen Kapitel im AnschluB an die Tabe!!e 
besprochene materialbedingt 
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Mit ausgefiillten Kreisen ist der Zeitverlauf der —( 
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Variation spiegelt sich auc! 
hier ab. In der gleichen A} 
bildung ist mit 
gefiillten Kreisen 
hangigkeit des —(o, 
Fluoridkonzentration darg: 
stellt. Bei den friiheren Ver 
mit 
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suchen niedriger = Gi 
schwindigkeitskonstanten de: 
MA liegt das Maximum de: 
Aktivierung bei Na F-Konzen 
trationen unter 20 mmo! 
Wenn nun die Geschwindig- 
keitskonstante steigt, so wird 
auch das Aktivierungsmaxi 
mum auf héhere NaF-Kon- 
zentrationen zu_verschoben. 
Bei den abweichenden Ver 
suchen von Oktober 1941, bei 
denen die Geschwindigkeits. 
konstante der MA nicht nen 
nenswert verandert ist, wah 
rend vielmehr KA 
sehr starke Erhéhung aufweist 
(vgl. Tabelle [), 
nur das 


die ein 


liegt nicht 
Atmungsmaximum 
bei einer relativ hohen NaF. 
Konzentration, sondern 
ist in deutlicher Weise eben- 
so der Fall hinsichtlich der 
steil verlaufenden Hemmungs- 
erscheinung (z. B. beiW —110). 
Gleichzeitig ist das relative 


dies 


-Qo,-Maximum, das bei den 
normalen Versuchen 200 bis 
250°, des Wertes der Kon- 
trolle betrug, betrachtlich ge- 


Qo, ungefahr 120°, und bei W—110 


Ein fritherer Versuch 


(W —100) von August 1941 zeigte schon eine Verschiebung in Richtung 
auf diese extremen Verhaltnisse hin. 





Bei spateren Versuchen (z. B. 
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\V—-111 von November 1941) ergibt sich zum Schlu8 wieder ein Riick- 
vang zu einem normaleren Verlauf. 


Der Zusammenhang zwischen diesen Verainderungen der Fluorid- 
empfindlichkeit auf der einen Seite, der absoluten GréBe der MA und KA 
und ihrem Verhaltnis zueinander bei nicht mit Fluorid versetzter Hefe 
iuf der anderen ist augenscheinlich verwickelt und schwer zu deuten. 
Runnstrom und Sperber (1938) weisen darauf hin, daB die Méglichkeiten 
fiir eine NaF-Hemmung der EA héchst verschieden sein kénnen. Sie 
fiihren als allgemeine Regel an, daB je starker die EA ist, desto geringer 
die Hemmbarkeit wird, d.h. desto héhere Fiuoridkonzentrationen 
werden erforderlich, um dieselbe Hemmung zu erzielen. Zusammen- 
fassend kann im AnschluB an die Ergebnisse der vorliegenden Unter- 
suchung gesagt werden, daB das Aktivierungsmaximum und der steil 
abfallende Teil der Kurve bei um so héheren Fluoridkonzentrationen 
liegen, je héher die initiale Atmungsintensitit ist, wobei es unwichtig 
ist, ob diese nur von einer gréBeren MA (gréBerer initialer Substrat- 
vorrat und eventuell gréBere Geschwindigkeitskonstante) oder von 
einer mit einer kraftigeren KA kombinierten MA verursacht ist. Eine 
intensive EA schiitzt somit die Enzyme gegen den Angriff des Fluorids. 
Diese Feststellung steht wiederum im Einklang mit der von Runnstrém, 
(furney und Sperber (1941) aufgestellten Hypothese tiber die Bildung 
von ,.protected units aus ,,Begleitstoff' +. Enzym. Wahrend sich 
somit unter diesen Umstanden eine Schutzwirkung beobachten laBt, 
findet man gleichzeitig eine deutliche Herabsetzung der Aktivierung bei 
niedrigeren Na F-Konzentrationen. 


Die endogene Atmung in Anwesenheit anderer Na-Halogenide. 


Es wurde ferner untersucht, welche Wirkung die iibrigen Halogen- 
ionen auf die EA ausiiben. Dabei erwies es sich, daB die aktivierende 
und hemmende Wirkung des Fluoridions bei keinem der iibrigen Halogen- 
ionen zu beobachten ist. (Die betreffenden Versuche sind in Tabelle II 
zusammengestellt.) Bei diesen verlauft noch bei einer Konzentration 
von 80 mmol. der betreffenden Natriumsalze die Sauerstoffaufnahme 
wahrend der ganzen Versuchsdauer (t9—t9;) im groBen und ganzen 
parallel zu der der zusatzfreien Kontrolle. Die kleinen Unterschiede, 
die beobachtet wurden, sind wahrscheinlich einer allgemeinen Salz- 
wirkung auf die Kolloide zuzuschreiben. Die Einwirkung steigender 
Konzentrationen von NaBr wurde mit der entsprechenden Wirkung 
gleich groBer NaF-Mengen verglichen. Bei keiner der untersuchten 
Na Br-Konzentrationen (0 bis 40 mmol.) konnte jedoch die geringste 
aktivierende oder hemmende Einwirkung wie nach Zusatz von NaF 
festgestellt werden. Die Versuche zeigen ferner, daB das Na-lon er- 
wartungsgema8 keinen EinfluB auf die Atmung ausiibt. 
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Tabelle Il. Der Wert von —Qo, bei 4, unter Einwirkung 
verschiedener Halogenionen auf die EA. 





Konzentration , ‘ ‘ 
zugesetzten Na-Halogenid (zugesetzt bei ¢)) 


Halogenids sinasianiislpgdanjaicapmitesiil an 
mmol. NaF NaCl 


Versuchsserie ine Roe 


Na Br NaJ 


W —34 0 5,30 5,30 5,30 5,30 
80 1,00 5,25 5,05 4,95 
W—35 0 5,20 5,20 _— 
8 7,70 5.25 _ 
16 11,60 _ 5,10 _ 
24 7.30 as 5,10 = 
32 1,65 4,95 — 
40 1,10 5,00 ~ 
W- 40 0 4,25 4,25 4,25 4,25 
32 2,05 4,20 4,10 4,05 


Versuche mit an endogenem Substrat verarmter Hefe. 


Um die Frage der Fluoridempfindlichkeit der endogenen Atmuni 
nach Aufhéren der MA und Erreichen der Asymptote zu untersuchen, 
wurden Hefesuspensionen in Wasser! bis zu 5 Tage lang bei Zimmer- 

temperatur in Kluyver-Kolben durch- 





i W100-W-00 liiftet. Aus diesen Suspensionen wurden 
ci zu verschiedenen Zeitpunkten Proben 
* 
\ ™ Clage fiir manometrische Atmungsversuche 





entnommen, die — bei 30°C und pu = 5 
in 100 mmol, Bernsteinséure-Pufferlésung 

in Gegenwart verschiedener Fluorid- 
konzentrationen durchgefiihrt wurden. 
Aus den Versuchsergebnissen wurden 
die —Qo,-Werte auf Grund von Trocken- 
gewichtsbestimmungen jeder einzelnen 





Versuchsserie errechnet. 
In der Abb.8 ist die Abhangig- 


Abb. 8. Abhiingigkeit des —Qg, keit des --Qo, von der Fluoridkonzen- 
von der Na F-Konzentration bei 0, 2 
und 5 Tage lang beliifteter Hefe. A 

Qo, berechnet bei tyo. suspension nach 0, 2 baw. 5 Tage langem 


Liiften wiedergegeben. Die —Qo,-Werte 
beziehen sich auf den Zeitpunkt 60 Minuten nach Fluoridzusatz (tg). 
Die Versuche ohne NaF zeigen, daB die Atmung schon nach 2 Tage 
langem Liiften auf einen niedrigen Wert gesunken ist, der sogar untet 





tration bei ein und derselben Hefe- 


1 100 mmol. Bernsteinséure-Pufferldsung wurde ebenfalls versuchs- 
weise angewandt, wurde aber dann obgleich die Resultate nicht nennens- 
wert abwichen wegen der Gefahr der Gew6hnung an Bernsteinsaéure- 
umsatz im weiteren Verlauf der Untersuchung vermieden. 








At 
ein 
Na 
un 
nie 
Gr 
do 
Su 
Fh 
au 
sel 
He 


im 











Endogene Atmung und Garung der Oberhete. I. 1S] 


dem der Asymptote (—(Qp», = 2.10) der ungeliifteten Hefe (0 Tage) 
liegt und der im Verlauf von 5 Tagen weiterhin etwas abnimmt. Dies 
kann natitirlich auf eine Veranderung des Enzymsystems der KA hin- 
deuten, aber es darf doch nicht tibersehen werden, daB die Durch- 
liiftung bei Zimmertemperatur in Wasser vorgenommen wurde. Hier- 
bei kann sich selbstverstandlich ein ganz anderer stationdrer Zustand 
eingestellt haben als bei dem Kontrollversuch in Bernsteinsaure-Puffer- 
losung von pu = 5 bei 30° C, dem der Asymptotenwert entnommen ist. 

Die Versuche mit NaF zeigen, da trotz des niedrigen initialen 
Atmungsniveaus nach Durchliiftung niedrige Na F-Konzentrationen 
eine bedeutende Aktivierung der Atmung bewirken. Bei hodheren 
NaF-Konzentrationen werden die —Qp,-Werte bald wieder niedriger 
und bei noch gréBeren Na F-Mengen tritt eine Hemmung ein, die jedoch 
niemals eine vollstandige wird, sondern einer konstanten Hohe zustrebt. 
Grundsatzlich ahneln die Kurven sehr denen der unbeliifteten Hefe, 
doch besteht bei der beliifteten Hefe zu Anfang nur eine KA, da das 
Substrat der MA hier vollstandig veratmet ist. Die beobachteten 
Fluoridwirkungen spiegeln deshalb vermutlich lediglich die Einwirkung 
auf die KA wieder. Sie zeigen, das auch bei der KA das Fluorid, wenn 
seine Konzentration eine gewisse GréBe erreicht, sehr bald eine starke 
Hemmung ausiibt. Dies ist ja auch bei der Deutung der Verhaltnisse 
im Falle der unbeliifteten Hefe angenommen worden. 

Von besonderem Interesse ist die Beobachtung, dab, je langer die 
Hefe durchliiftet wird, die NaF-Hemmung bei immer niedrigeren 
Fluoridkonzentrationen einsetzt (vgl. Abb. 8). Dies steht méglicherweise 
in Zusammenhang mit der bei Brennereihefe gemachten Wahrnehmung 
von Lynen (1941), daB bei der Liiftung dieser Hefe eine Erhéhung des 
Gehalts an freiem Phosphat festzustellea ist. Das gleiche ist nach miind- 
licher Mitteilung von Brandt (1941 b) der Fall bei der zu der vorliegenden 
Untersuchung benutzten D 5-Hefe. Sollte der Hemmungsmechanismus 
des fluoridempfindlichen Atmungsenzyms von gleicher Art wie der der 
Enolase sein, so wiirde ja ein héherer Phosphatgehalt die Entstehung 
des inaktiven Komplexes begiinstigen. 

Der zeitliche Verlauf der Aktivierung durch NaF ist jedoch bei 
der beliifteten Hefe ein ganz anderer als bei der nicht beliifteten (Abb. 9). 
Bei der unbeliifteten Hefe tritt wie oben beschrieben eine initiale 
kraftige Erhéhung des —@Qo, ein, welche jedoch dann wieder zuriick- 
gehen kann, um, wenn das Substrat der MA veratmet ist, auf einem 
konstanten, oberhalb des Asymptotenniveaus der unbehandelten Hefe 
gelegenen Niveau zu verbleiben. Die beliiftete Hefe dagegen weist 
erst allmdhlich eine Aktivierung auf. Diese erreicht ein Maximum, 
nimmt daraufhin relativ schnell wieder ab und nahert sich nach einiger 
Zeit (in der Abbildung nicht eingezeichnet ) einem oberhalb des Anfangs- 
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wertes gelegenen Niveau. Die maximal aktivierende Wirkung des Na | 
auf das Enzymsystem klingt somit teilweise schnell wieder ab, mégliche: 
weise auf Grund einer allmahlich einsetzenden Schidigung seitens de- 
Fluorids. Wahrend der Durchliiftung diffundieren Substanzen aus «: 

Zellen in das Suspensionsmedium. Es lieBe sich denken, daB sich unt; 


diesen gewisse Schutzfaktoren der Enzyme befinden, was den beo! 
achteten zeitlichen Verlauf erkliren kénnte. 

Wird die durchliiftete Hefe (20 Stunden in Kluyver-Kolben |, 
Zimmertemperatur in Wasser) vor dem Zusatz des NaF einer Bi 





1 W-100-W-108 + 
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Abb. 9. Zeitliche Veriinderung von Abb. 10. Abhiingigkeit des —Qo, von 
- Qo, bei 0,2 und bg Tage lang be- der NaF-Konzentration bei unbeliif- 
liifteter Hefe. Gestrichelte Kurven: teter, 20 Stunden  beliifteter sowie 
ohne Zusatz von NaF. Ausgezogene 20 Stunden beliifte.er und mit Lactat 
Kurven: mit Zusatz von 16 mmol. behandelter Hefe. Qo, berechnet 


NaF bei fp. ak. 
handlung mit Substrat unterworfen, so verhalt sie sich dem Fluorid 
gegentiber sehr abweichend (Abb. 10). Die Vorbehandlung mit Substrat 
bestand darin, die Hefe 30 Minuten bei 36°C mit 80 mmol. Lactat 
Pufferlésung von pu = 5 zu schiitteln und sie sodann dreimal mit 
Wasser zu waschen und abzuzentrifugieren. Die Atmung der Kontrolle 
ohne NaF-Zusatz ist weiterhin gering, die Aktivierung durch schwacher 
Fluoridkonzentrationen unbedeutend. Eine nennenswerte Aktivieruny 
setzt erst bei solchen Fluoridkonzentrationen ein, die auch bei de 
unbeliifteten Hefe eine Aktivierung hervorrufen. Die erreichten Absolut - 
werte liegen jedoch unter denen der unbeliifteten Hefe. Die sich sowoh!| 
bei beliifteter wie bei unbeliifteter Hefe bei héheren Fluoridkonzentra- 
tionen ergebende Hemmung tritt jedoch bei der lactatbehandelten 
beliifteten Hefe nicht auf. Statt dessen steigen die —Qo,-Werte langsam 
und erreichen bei 35 mmol. NaF ein der maximalen Aktivierung de1 
unbeliifteten Hefe ungefaihr entsprechendes Niveau. Die maximalen 
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(Jo,-Werte fiir die verschiedenen Fluoridmengen werden sehr schnell 


erreicht. Der schnelle Riickgang, der bei der beliifteten Hefe beobachtet 
wurde (Abb. 9), tritt nicht in Erscheinung. Als allgemeiner Eindruck 
ergibt sich, daB das Enzymsystem der Hefe durch die Vorbehandlung 
. Fiitterung**) gegeniiber allen Wirkungen des Fluorids, vor allem aber 
vegeniiber dem hemmenden Effekt, resistenter geworden ist. Im 
AnsehluB an die Ausfiihrungen von Runnstrim, Gurney und Sperber 
(1941) kann man annehmen, dai durch die Vorbehandlung (,.Fiitte- 
rung**) die Entstehung von ,,protected units: geférdert und damit die 
Bildung von Fluorid-Enzym-Komplexen zuriickgedrangt wird. Hin- 
sichtlich der exogenen Veratmung von Glucose stellten diese Verfasser 
ebenfalls eine solehe Schutzwirkung bei substratbehandelter Hefe fest. 


Die endogene Atmung wirmebehandelter Hefe. 


Brandt (1941a) stellte fest, da} D 5-Hefe nach einer einige Minuten 
langen Warmebehandlung bei 50°C eine Atmung aufweist, die ein 
Vielfaches der normalen EA betragt, jedoch im Laufe von ein paar 
Stunden (bei 25°C) wieder auf die normalen Werte zuriickgeht. Der 
RQ ist hierbei mit Ausnahme der allerersten Zeit, waihrend der er ein 
wenig abweicht, ungefahr gleich 1. Wahrend dieser Periode gesteigerter 
Atmung sinkt der Trehalosegehalt der Zelle, was darauf hindeuten 
kénnte, daB es sich bei dem umgesetzten Substrat um Trehalose handelt. 
Es erschien von Interesse, die Einwirkung von NaF auf solche warme- 
behandelte Hefe zu untersuchen. 

1g gewaschener D 5-Hefe wird in 58 ml m/5 Bernsteinsaéurepuffer- 
lésung von py = 5 suspendiert und 15 Minuten im Wasserthermostaten 
bei 50,2°C belassen. Unmittelbar hiernach wird die Suspension in Eis- 
wasser gekiihlt und je 1,5 ml werden in die im iibrigen fertigen, ebenfalls 
in Eiswasser gekiihlten Warburg-GefiBe pipettiert. Diese werden sogleich 
in das Warburg-Wasserbad von 30°C eingehangt. Die 0-Ablesung und das 
Einkippen des Fluorids erfolgen 15 Minuten nach Abbruch der Warme- 
behandlung. 


Die Versuchsergebnisse sind in der Tabelle LIL zusammengestellt. 
Tabelle III. Die Einwirkung verschiedener NaF-Konzentrationen 


auf den -—-Qo, bei unbehandelter und bei 15 Minuten auf 50,2°C 
erwarmter Hefe. Versuchsserie W-— 93. 





Zeit in Min. Na F-Konzentration in mmol. 
nach sialon iiaiaaibtuamel 
Na F-Zusatz 0 10 15 20 25 30 40 50 


]. Unbehandelte Hefe. 


60 5,1 7,8 10,9 12,4 12,5 12,0 1,5 1,1 
2. Warmebehandelte Hefe. 

15 43,8 49,8 52,3 53,7 54,5 55,3 51,8 37,2 

30 25,0 34,6 35,0 36,8 37,8 41,7 32,6 19,8 

45 14,9 21,2 20,4 20,7 21,4 22.9 16,4 10,1 

60 12,8 14,3 14,6 15,5 15,1 13,0 9.4 4,9 


75 11,3 12,7 12,8 13,6 13,1 8,9 4,8 2,8 
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Ohne Zusatz von Fluorid ergibt sich mit der Zeit eine Abnahn 


des —Qo,, die sich — im Gegensatz zu den Verhaltnissen bei der norma | 

EA nur schwerlich mit einem monomolekularen Verlauf vereinbare: 
laBt, ganz unabhangig davon, wie eine eventuelle Asymptote gewalhi|: 
wird. Vermutlich ist die durch die Erwairmung eingeleitete Substrai 
zufuhr nicht augenblicklich mit der Uberfiihrung in das Eiswasser 
beendet, sondern kommt erst allmahlich zum Stillstand, was in dey 
relativ hohen ersten —(9,-Werten Ausdruck findet. Es ist noch un- 
gewib, ob die Trehalose tatsachlich die Quelle des erhéhten Umsatzes 
darstellt, oder ob es sich bei dem Verschwinden der Trehalose lediglic| 
um eine parallele Erscheinung handelt. Runnstrém, Gurney und Sperb:, 
(1941) haben jedoch zeigen kénnen, da®B exogen zugesetzte Trehalose 
veratmet werden kann und das diese Atmung sich der EA zuaddiert 

Unter der Einwirkung niedrigerer Fluoridkonzentrationen erfahrt 
der —Qp, eine gewisse, wenn auch relativ geringe Erhéhung. Be 
merkenswert ist jedoch, daB die hemmende Wirkung des Fluorids. 
verglichen mit der unbehandelten Hefe, auf héhere Fluoridmengen zu 
verschoben ist. Wenn der —Qo, mit der Zeit sodann allmahlich sinkt 
so werden die Fluoridkonzentrationen, die eine Hemmung zu bewirken 
vermégen, um so kleiner. Die GréBe der Atmung scheint somit dic 
Fluoridempfindlichkeit der Enzyme zu bestimmen. Dies steht in Uber- 
einstimmung mit der Annahme von Runnstrém, Gurney und Sperbe: 
(1941) hinsichtlich der Bildung von ,,protected units‘ im Verhaltnis 
zu Atmung oder Garung. Die Verfasser haben diesen Effekt auch bei 
der exogenen Veratmung von Trehalose nachweisen kénnen. 

Bei Versuchen mit kiirzerer Warmebehandlung wurden vollig 
analoge Resultate erhalten. Die ersten —Qo,-Werte unterscheiden sich 
nur wenig von den oben beschriebenen, aber die Abnahme geht bedeutend 
schneller vor sich. Die Schutzwirkung gegeniiber der Na F-Hemmung 
ist weniger ausgepragt. 

Versuche mit NaN,. 

Nach Keilin und Hartree (1939) bewirkt Azid, indem es sich mit 
Cytochrom «as verbindet, im Herzmuskelextrakt eine vollstandige 
Blockierung der Oxydation der drei Cytochrome. Deshalb wurde dic 
Einwirkung von Azid auf die EA untersucht. Die Abb. 11, die zum 
Vergleich auch einen Versuch mit NaF aus der gleichen Zeit enthalt. 
veranschaulicht die Versuchsergebnisse. Das Azid kam in Form seines 
Na-Salzes zur Anwendung. Die Resultate bestatigen die Annahme, 
da sowohl bei der MA als auch bei der KA das Cytochromoxydase- 
Cytochrom-System beteiligt ist. 


Die Analogie mit der Fluoridwirkung ist auffallend: Mit steigender 


Azidkonzentration tritt zunachst eine Aktivierung und sodann eine 
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Hemmung ein. Die Aktivierung ist jedoch geringer (etwa 45°.) als im 
Fluoridversuch (etwa 100°,). Ferner ist die allmahliche Zunahme der 
Hemmung iiber ein bedeutend gréBeres Konzentrationsgebiet ver- 
breitet als im Falle des Fluorids. Die Konzentrationen, die eine maximale 
Aktivierung bzw. eine maximale Hemmung bewirken, verhalten sich 
im Falle des Fluorids wie 1:3, im Falle des Azids aber wie 1: 25. Dies 
deutet darauf hin, daB bei der Bildung des blockierten Enzymmolekiils 
im Falle des Azids bedeutend 

weniger Molekiile der blok- 207 at 4 yy 
kierenden Substanz reagieren pl 6 Ja ] one] 
als im Falle des Fluorids. Einen Pr ae Seen 4 eal wee + 
anderen bemerkenswerten Un- ~~ | / 
terschied, der médglicherweise / 


hiermit im Zusammenhang A NaN NaF | 





steht, bilden die auBerst ver- | i 
schiedenen Absolutkonzentra- 
tionen, mit denen diese beiden 
Stoffe wirken. Das Aktivie- 

rungsmaximum des Fluorids | 
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Konzentration von etwa 4 =7 0 
20 mmol., das des Azids hin- log —> mmol 
gegen befindet sich bei einer Abb. 11. EKinwirkung von NaN, und NaF auf 
5iM/mal miedrigeren Konzen- ‘Nios Atmans, Go, tri 
tration, d. h. bei 4 - 10-2mmol. beiden Versuchsserien als horizontale Linie ein- 

Die zeitliche Veranderung gezeichnet. (Konzentrationsskala logarithmisch.) 
des —Qo, verlauft, nachdem 
wahrend des allerersten Zeitabschnitts ein stationarer Zustand erreicht 
ist (dieses Gleichgewicht scheint sich schneller einzustellen als im Falle 
des Fluorids — gréBere Permeabilitat fiir NaN, ?), in Ubereinstimmung 
mit den fiir NaF erhaltenen Ergebnissen. Auch im vorliegenden Falle 
ist also eine Erhéhung der KA und bei héheren Konzentrationen auBer- 
dem eine dominierende Hemmung der Gesamtatmung festzustellen. 
Selbst die Erscheinung, daB auch bei den starksten Konzentrationen 
eine gewisse konstante Atmung fortbesteht, die auch durch noch weiter 
erhéhte Mengen der hemmenden Substanz nicht unterdriickt werden 
kann, findet sich auch im Falle des Azids wieder. Diese Atrmung wiirde 
somit tiber andere Zwischenglieder als das Cytochromsystem verlaufen. 


Zusammenfassung. 

Bei der Rotebro D 5-Oberhefe kann der an Hand des Sauerstoff- 
verbrauchs verfolgte Atmungsverlauf als Resultat zweier gleichzeitig 
iiber das Cytochromoxydase-Cytochrom-System gehender Prozesse ge- 
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deutet werden. Der eine, monomolekularer Atmungsanteil genannt, | 


einen monomolekularen Verlauf und wird von der Substratzufuhr als | 
grenzendem Faktor bestimmt. Sein Substrat ist von Anfang an \ 
handen und wird schnell verbraucht. Der andere, konstanter Atmun: 
anteil genannt, verlauft waihrend einer sehr langen Zeit mit glei 
bleibender Geschwindigkeit. Der ihn begrenzende Faktor ist die Enzy1 
menge oder ein rein physikalischer Vorgang. Sein unmitte!bares Subst: 
ist nicht mit dem des monomolekularen Atmungsanteils identisch. Unte: 
gewissen Voraussetzungen kann jedoch ein Zwischenglied dieser zweit: 
Reaktionskette mit dem Substrat der monomolekularen Atmung ide) 
tisch sein oder aber es sind die Substrate véllig verschieden und lie: 
dabei die betreffenden begrenzenden Reaktionen in den nicht gemei: 
samen Anteilen der beiden Abbauwege. Die Frage nach der Natur de 
primaren Substrate wie auch die Frage nach der chemischen Strukt 
der Zwischenglieder wird besprochen. 

Es wird eine materialbedingte Variation hinsichtlich der beide) 
Atmungsanteile der fiir die Untersuchung benutzten Hefe beschrieb: 

Die Einwirkung verschiedener Mengen von NaF auf die endogen: 
Atmung wird untersucht. Schwache Konzentrationen (bis zu etwa 
20 mmol.) verursachen hauptsichlich eine Aktivierung des konstant: 
Atmungsanteils. Bei nur unbedeutend héheren Konzentrationen hi: 
gegen herrscht schon eine die Atmung stark hemmende Wirkung vo: 
Diese ist zuriickzufiihren auf einen Angriff des NaF auf irgendeinen ‘Te 
des beiden Atmungsanteilen gemeinsamen Cytochromoxydase-Cyt: 
chrom-Systems. Je starker die Intensitét der endogenen Atmung, wi 
so weniger ausgeprigt ist sowohl die aktivierende wie auch die hemmen« 
Wirkung des NaF, d.h. die Atmungshemmung ist in diesem Falle 71: 
héheren Na F-Konzentrationen hin verschoben. Es wird in diesem 71) 
sammenhang die Bildung von ,,protected units’: besprochen. 

Die beschriebenen Wirkungen sind, was die Halogene anbetrift 
fiir Fluorid spezifisch. Auch dem Na-Ion kommt keine solche Wirkung 21: 

., Hungerhefe“, d. h. durch Aushungern an Substrat verarmte Hef: 
weist eine erhdhte Fluoridempfindlichkeit auf, was méglicherweise 1) 
Zusammenhang steht mit einer ErhGhung des Gehalts an freiem Pho- 
phat. Eine wahrend einer kiirzeren Zeit mit Lactat behandelte (..2 
mistete‘‘) und sodann gewaschene ,,Hungerhefe‘: zeigt eine aube: 
ordentlich erhéhte und dauerhafte Resistenz gegeniiber Fluorid. 

Die Einwirkung einer kiirzeren Warmebehandlung (bei 56°C) au! 
die Fluoridempfindlichkeit der Hefe wird beschrieben. 

Die Wirkung von Na-Azid auf die endogene Atmung ist im groBe) 
und ganzen analog der des Fluorids. Der aktivierende Effekt ist jedoc! 
geringer und die maximale Aktivierung tritt im Falle des Azids bei eine: 
500 mal schwacheren Konzentration als beim Fluorid ein. Die allmahlic): 
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\usbildung der hemmenden Wirkung erstreckt sich beim Azid iiber ein 
bedeutend breiteres Konzentrationsgebiet. Diese Feststellung fiihrt zu 
‘inem Vergleich der Anzahl der pro Enzymmolekiil bei der Hemmung 
beteiligten Molekiile Fluorid bzw. Azid. Die Hemmbarkeit durch Azid 
ist eine weitere Stiitze fiir die Auffassung, daB die beiden Hauptanteile 
der endogenen Atmung iiber das Cytochromoxydase-Cytochrom- 
System verlaufen. 

Ein gewisser geringer Teil der endogenen Atmung labt sich selbst 
durch sehr hohe Konzentrationen von NaF oder NaN, nicht unter- 
driicken. Diese Tatsache wie auch andere Umstinde kénnten darauf 
hindeuten, daB dieser Teil der Atmung nicht iiber das Cytochrom- 
oxydase-Cytochrom-System verlauft, sondern vielmehr von ihm unab 
hangig ist. 

Vorliegende Untersuchung ist mit Unterstiitzung der Stiftung ,,Gustaf 
och Anna Retzius fond for vetenskaplig forskning‘: ausgefiihrt worden. 
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Kationenbestimmungen im Gesamtblut mit der 
Flammen- und Flammenfunkenspektrummethodik. 
Von 
E. Norinder. 

(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut Ultuna-Uppsala. ) 
(Eingegangen am 31. Januar 1912.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In fritheren Arbeiten wurde das Verfahren bei der quantitativen 
spektralanalytischen Bestimmung von Calcium, Kalium, Natrium 
Kupfer und Magnesium im Blutserum mit Hilfe der Flammen- und 
Flammenfunkenmethodik beschrieben. 

Die bei der Serumanalyse angewandte spektralanalytische 
Methodik von Lundegardh (1934) beruht auf der photometrischen Aus 
messung von Linienintensitaéten in spektrographisch aufgenommenen 
Emissionsspektren. Aus den Photometerbestimmungen in den Spektren 
einer Reihe von bekannten Lésungen in fallender Konzentration kon. 
struiert man eine Durchlassigkeits- (D-) Kurve, aus welcher der Kationen- 
gehalt der zu analysierenden Probe graphisch bestimmt wird. Durch 
die abwechselnde Aufnahme von solchen Standardlésungen und Ana 
lysenproben auf die Platte kann die photographische Ungleichmafigkeit 
der letzteren kontrolliert und korrigiert werden. In der Lundegardh- 
Methode wird das zu analysierende Material der Emissionsquelle gleich- 
maSig in Form einer mit Hilfe eines besonderen Zerstiuberaggregats 
erzeugten mechanischen Suspension zugefiihrt. Die blutanalytische 
Methodik wurde von mir friiher so vereinfacht, daf Blutserum in be- 
stimmten Verhaltnissen mit destilliertem Wasser verdiinnt direkt als 
Ausgangsmaterial fiir quantitative Kationenanalysen benutzt werden 
konnte. 

In einer fritheren Veréffentlichung (Norinder, 1939) wurde voraus- 
gesagt, daB diese spektralanalytische Methodik auch fiir Gesamtblut- 
analysen angewandt werden kénnte. Die vorliegende Arbeit soll unsere 
Kenntnisse auf diesem Gebiet erweitern. 


Methodik. 


Bei den spektrographischen Kationenbestimmungen im Serum 
wurde der Elementgehalt einer Probe nach Lundegardh graphisch am 
, geradlinigen Abschnitt*‘ der Transparenzkurve: D = L/H, bei Schwar- 
zungsgraden ~< 0,5, berechnet. In der Formel bedeutet J Durch- 
lassigkeit (Transparenz), J Linienschwarzung + Hintergrundschwarzung 
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ind H Hintergrundschwarzung. Diese Transparenzkurve wurde mit 
Hilfe von vier (oder fiinf) photometrisch bestimmten Leitpunkten kon- 
struiert. Die zu analysierende Probe wurde bei den Serumbestimmungen 
soweit verdiinnt, daB ihre Konzentration so nahe wie méglich mit der 
Standardverdiinnung 0,1 iibereinstimmte. 

Das graphische Berechnungsverfahren mit Hilfe der )-Kurve ist 
mit gewissen Fehlerméglichkeiten, die in einer friiheren Arbeit be- 
sprochen wurden, behaftet. Bei der Bearbeitung des Blutserum- 
materials mit seinen relativ engen Vari- 
ationsbreiten im Gehalt an Kationen hat | 

















es sich als vorteilhafter erwiesen, den Ka- | | 500 
tionengehalt an einer S-Kurve zu messen, wil 
welche sich aus der Gleichung S = log H: L is 
k-e (vgl. Lundegardh, 1934, S. 14) er- 400 
vibt. Hier ist ¢ Konzentration, k = eine iad | 
Konstante. 7 
Das Verfahren wird am _ einfachsten { 100 
empirisch klargestellt. In der untenstehen- 7 wo | 
den Tabelle I wurden die L/H-Werte und | 
die log H/L-Werte fiir eine Na-Standard- | 200 
serie Zusammengestellt. po i 
Tabelle I. 100 
Pe 0 L/H-Werte logH/L-Werte- 1000 
Standard 0,50 160 795, a G0 G0 050 
Pe 0,05 784 105.7 Standardkonzentration 
eo 0,10 611 214,0 rect 
9 0,25 342 466,0 Detail einer D-Kurve (1) und 


einer S-Kurve (Il). Erklirung 

Im Koordinatensystem (Abb. 1) sind selena of. gaa 

die Standardkonzentrationen auf der 2x- 
Achse, die D-Werte auf der linken und die S-Werte auf der rechten 
Seite der y-Achse aufgetragen. Die D-Kurve (I) ist gestrichelt. Die 
D-Werte der Proben fallen in die Nahe von Punkt 611 (s. Tabelle I), 
d.h. vom Standard 0,1, der einer Serumverdiinnung 1/44 entspricht 
(Spektrallinien 3302,3 02,9 A). 

Tragt man hingegen die log H /L-Werte im Koordinatensystem auf, 
so entsteht eine ,,Kurve‘ (II), die im unteren Teil annahernd geradlinig 
verlauft. 

Bei den vorliegenden spektrographischen Gesamtblutanalysen sollte 
der Calcium-, Natrium-, Kalium-, Eisen- und Magnesiumgehalt des 
Blutes bestimmt werden. Im Plan der Arbeit lag in erster Linie eine 
Untersuchung derjenigen Konzentrationsgebiete der Salzlésungen, bei 
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denen die graphische Messung im geradlinigen Abschnitt der S-Kurv. 
ausgefiihrt werden konnte, welcher die Gleichung S = k-c erfiill: 
Fiir die spektrographischen Aufnahmen wurden hierbei fiir Caleiun 
Natrium, Kalium und Eisen Flammenspektrum, Agfa-Isochromplatte 
und Fuess’ Spektrograph (F =: 600mm) benutzt. Die Bestimmung vo: 
Magnesium geschah im Flammenfunken (s. Lundegardh u. Philipso 
1938) mit /lford-Panchromplatten und Hilger-Medium-Spektrograp!| 
F = 600mm. Fiir die Intensitatsmessungen der Spektrallinien dient. 
das Mikrophotometer von Lundegardh. Fiir die spektralen Untersuchun 
gen wurden die Flammenlinien Ca 4226,7 ; Na 3302,3 /02,9: K 4044.2 47.2 
und Fe 3859,9 A und die Funkenlinie Mg 2795.5 A benutzt. 

Bei den Voruntersuchungen wurde eine geeignete Standardlésun: 
von folgender Zusammensetzung verwendet : 


es ay ORG cers y 0,0002 Mol/Liter 
WA Siok via hteecs 0,0250 

_ Pere ae 0,0050 a 

RR Pree ree es 0,0050 ia 

ee eae ee 0,0020 oy 


Diese Lésung stimmt beziiglich der Na-, K- und Mg-Konzentrat io: 
mit dem Standard, der friiher zur Serumanalyse benutzt wurde, tiberei: 
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Abb. 2. Standard-S-Kurven fiir Ca, Na, K, Fe (Fuess’ Spektrograph, Agfa-Isochromplatte) ut 
fiir Mg (Hilger-Medium-Spektrograph, Ilford-Panchromplatte). 
Die geradlinigen Abschnitte 0,05—0,10 eignen sich fiir Ca-, K-, Fe- und Na-Bestimmung, der 
Kurvenabschnitt 0,05—0,20 fiir Mg-Bestimmung. 


Die Caleiumkonzentration wurde hingegen in der vorliegenden Lésung 
vermindert und Fe als neues Kation eingefiihrt. Durch spektrographisch« 


Aufnahme einer groBen Anzahl von Platten des Standards in den 


Verdiinnungsintervallen 0,050; 0,075: 0,100: 0,200 und 0,250 konnt: 
man aus den Mittelwerten der betreffenden Konzentrationsinterval|: 
eine . Normalkurve’: konstruieren. 
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Abb. 2 gibt die S-Kurve fiir simtliche analysierten Elemente 
ieder. Aus dem Diagramm geht hervor, daB die S-Kurven fiir Calcium, 
Natrium, Kalium und Eisen innerhalb des Konzentrationsgebietes, 
welches dem Verdiinnungsintervall 0,05—0,10 des Standards ent- 
-pricht, geradlinig verlaufen. Bei héheren Konzentrationen biegen die 
Kurven gegen die 2-Achse ab. Fiir die Magnesiumkurve fallt der 
veradlinige Abschnitt innerhalb des Konzentrationsgebietes 0,05 —0,20 
des Standards. 
Bei einer Probereihe iiber das geeignete Mebgebiet an der S-Kurve 
wurde die Standardlésung in der Serie: 0,025; 0,050; 0,075 und 0,100 
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Abb. 3. S-Kurven fiir graphische Berechnung von Ca, Na, K und Fe in der Flamme und Mg 
im Flammenfunken. 
S-Werte auf der y-Achse, Konz.-Werte auf der z-Achse aufgetragen. Hilger-Medium-Spektro- 
graph, Ilford-Panchromplatte. 


verdiinnt. Die photometrisch bestimmten Standardkurven fiir Ca, Na, 
K und Fe bilden in dieser Konzentrationsserie gerade Linien (vgl. 
Abb. 3). Die photometrische Messung wurde bei S-Werten zwischen 
0,045 und 0,270 vorgenommen. Fiir Mg wurde die Verdiinnungsserie : 
0.050: 0,075; 0,100: 0,150 und 0,200 aufgenommen. Auch in diesem 
Falle verteilen sich die S-Werte nach einer geraden Linie und die 
Schwarzungsgrade variieren zwischen 0,040 und 0,150. 

Diese Untersuchungen zeigen, daB die S-Kurve, welche der Glei- 
chung S = k +c entspricht, fiir simtliche der hier untersuchten Metalle 
einen geradlinigen Abschnitt innerhalb des Schwarzungsgebietes 


0.040 —0.270 besitzt. Diese Tatsache wurde in einer groBen Zahl von 
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Beobachtungen bestatigt. Dieser Kurvenabschnitt kann also zu; 
graphischen Berechnung von Elementkonzentrationen, z. B. im Gesamt 
blut oder Serum, angewandt werden. Fiir diese Analysen wurde di: 
Methodik noch weiter derart vereinfacht, daB die Anzahl der fiir di: 
S-Kurve notwendigen Leitpunkte auf zwei reduziert wurde. 


Der maximale MeBfehler, mit dem eine durch zwei Leit punkte 


bestimmte S-Kurve behaftet ist, wurde in einer friiheren Arbeit mathe 
matisch berechnet und ausfiihrlich erértert. Es konnte u.a. gezeigt 
werden, da der kleinste MeBfehler bei einer Verdiinnung der zu analy 
sierenden Probe beobachtet wird, bei der ihre Konzentration dem 
Mittelwert der Konzentrationen der beiden Standardlésungen so naly 


als nur méglich kommt. Die nun bei der Gesamtblutanalyse benutzt« 
vereinfachte Standardkurve bedeutet teils eine bessere 6konomische 


Ausnutzung des Plattenmaterials, teils eine Verscharfung der Ana- 
lysenkontrolle. Es ist somit méglich geworden, Standardkontrollen 
zwischen den einze!lnen Analysenproben zu photographieren. Dadurch 
wurde ein besserer Uberblick iiber das Vermoégen der photographischen 
Platte, optische Intensitaten wiederzugeben, erhalten. Die Berechnung 
des Analysenwertes fiir die zwischen Standardlésungen ,,eingeschlossene’’ 
Probe geschah also in der Praxis mit Hilfe von zwei S-Kurven, eine am 
Anfang, eine am Ende der Probeserie aufgenommen, wobei die da- 
zwischenliegenden Werte durch lineare Interpolation zwischen den 
Werten, die auf den beiden S-Kurven graphisch bestimmt wurden, 
erhalten wurde (s. Norinder, 1939). 


Analysenverfahren. 


Die optisch-physikalische Versuchsanordnung, die fiir die Gesamt- 


blutanalyse benutzt wurde, war im groBen und ganzen dieselbe, welche 


zur spektralanalytischen Kationenbestimmung im Blutserum = an 
gewandt wurde, also wie folgt: 


Bei der Flammenanalyse (Bestimmung von Ca, Na, K und Fe) wurden 
ein Hilger-Medium-Spektrograph, Lundegardh-Brenner-Zerstauberaggregat, 
Luftkompressor mit doppelter Manometerkontrolle und Dissousgas fir die 
Flamme, ebenfalls mit doppelter Manometerkontrolle, angewandt. 

Bei laufender Analyse wurde der Acetylengasdruck der Flamme bei 
200 x 2mm H,O und die Druckluft fiir die Zerstaiubung bei 5,2 Atm. ge- 
halten. Der Kollimatorspalt wurde auf 0,035 mm eingestellt, die Exponie- 
rungszeit betrug 90 Sekunden. 

Bei der Flammenfunkenanalyse (Bestimmung von Mg) benutzten wir 
die gleiche Apparatur wie bei der Flammenanalyse plus Hochspannung~ 
aggregat. Der Primarstrom des Transformators betrug bei stillstehendem 
Unterbrecher 5 Amp., die Hochspannung 20000 Volt, die Kapazitat 19200 cm 
(21330 pF) und die Selbstinduktion 0,912 Millihenry. Der Kollimator- 
spalt wurde auf 0,02 mm eingestellt und die Exponierungszeit betrug 
30 Sekunden. 
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Bei der Vollblutanalyse kam durchgehend die IJlford-Panchromplatte 
9X 24em zur Anwendung. Die Entwicklung wurde im Tank mit Propeller- 
riihrwerk in Agfa-15-Entwickler mit Zusatz von 1,5 g Bromkalium pro Liter 
bet 18°C wahrend 10 Minuten vorgenommen. Die Fixierung wurde in 
saurem Bad 15 Minuten lang ausgefiihrt, hernach wurde teils mit destilliertem 
Wasser und teils wihrend einer halben Stunde mit flieBendem Wasse1 
gespult, dann erfolgte die Trocknung. 


Untersuchungsmaterial und Analysengang. 


Bei der Bestimmung des Ca-, Na-, K-, Fe- und Mg-Gehalts im 
Gesamtblut wurden gesunde Versuchspersonen als Blutspender heran- 
gezogen. Die Blutproben wurden aus einer gestauten Cubitalvene mit 
einer groben, geraden Punktionsnadel entnommen. Das Blut wurde in 
einem ProbegefaB aufgefangen und, bevor irgendeine Koagulation 
eintreten konnte, in Kolben mit abgemessenen Mengen von destilliertem 
Wasser abpipettiert. Die Blutverdiinnungen wurden dann 24 Stunden 
lang im Eisschrank bei 4—6°C stehengelassen und dann _spektro- 
graphiert. Bei der Mg-Analyse wurde etwas anders verfahren (s. unten). 

Das Arbeitsschema, welches experimentell gewonnen und bei den 
praktischen Bestimmungen im Gesamtblut angewandt wurde, gestaltete 
sich folgendermaBen : 

Flammenspektrummethodik. In einen -40cem Aqua dest. ent- 
haltenden Kolben wird mit einer Vollpipette 1 ccm Blut einpipettiert. 
Diese Blutverdiinnung 1/41 kann spater direkt in das Zerstaubergefab 
zur spektrographischen Bestimmung des Natriums und Kisens iiber- 
tragen werden. 

Dadurch, daB 10 cem der Blutverdiinnung 1/41 abgemessen und 
mit 20 cem Aqua dest. gemischt werden, wird eine Blutverdiinnung 1 12: 
erhalten, in welcher die Calcium- und Kaliumbestimmungen in der eben 
erwahnten Weise vorgenommen werden kénnen. 

Bei simtlichen dieser Kationenbestimmungen in der Flamme wird 
der Gehalt der Probe innerhalb der oben fiir die Standardlésungen 
angegebenen Konzentrationsgebiete fiir die betreffenden S-Kurven 
fallen. Eine Bestimmung von Ca und Na in derselben Verdiinnung, 
wie dies bei der Serumanalyse der Fall war, ist bei Voliblut nicht méglich. 

Die Lésungen wurden in folgender Reihenordnung spektrographiert : 


Standard-Doppelaufnahme ............ 0,100 
Witein OD wees 0,025 
Blutverdiinnungs-Doppelaufnahme ..... 1/4] 
Se Se 1/123 
Standard-Doppelaufnahme ............ 0,100 usw. 


Jede Standardlésung und jede zu untersuchende Probe wurde 
also zur Kontrolle zweimal photographiert. Die L- und H-Ablesungen 
wurden ebenfalls fiir jedes Spektrogramm mehrmals wiederholt, um 
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den Galvanometerausschlag zu kontrollieren. Beziiglich der Methodi| 
sei im tibrigen auf die ausfiihrliche Darstel'ung in einer fritheren Ver 
Offentlichung (1939) hingewiesen. 

Flammenfunkenspektrummethodik. Der geringe Gehalt an Mg in 
Blute machte es erforderlich, bei der Vollblutanalyse mit héhere: 
Blutkonzentrationen zu arbeiten. In der Verdiinnung 1/3 tritt in 
Aqua dest. Spontangerinnung ein, weshalb gerinnungshemmende Mitte 
zugesetzt werden miissen. Es wurde hierzu Ammoniumcitrat gewahlt 
das den Vorteil besitzt magnesiumfrei zu sein, und dem Spektrun 
keine neue Linien zufiihrt. 

Bei der Probeentnahme wurde in das AuffanggefaB feinpulverisiert e- 
Ammoniumcitrat gegeben und unter vorsichtigem Schiitteln aufgelést 
5cem Blut wurden abpipettiert und mit 10 cem 0,073 mol. NaCl-Lésung 
gemischt, wonach die Probe in das ZerstaubergefaB eingefiihrt werden 
konnte. Der NaCl-Zusatz wurde vorgenommen, um die Ionisation in 
der Flamme zu erhéhen. Die Blutprobe wurde sonst in derselben Weise 
wie bei der Flammenanalyse behandelt. Nach 24 Stunden waren dice 
Erythrocyten im ProbegefaiB sedimentiert und muften vor der Analyse 
wieder aufgeschwemmt werden. Die Standardlésungen wurden bei der 
Mg-Analyse im Verhaltnis 0,05 und 0,20 in 0,05 mol. NaCl-Lésung 
verdiinnt. Das Aufnahmeschema war dasselbe wie bei der Flammen- 
analyse. 

Friiher wurden ausfiihrliche Zuverldssigkeitsberechnungen beziiglich dei 
Kationenbestimmungen im Serum mit Flammen- und Flammenfunken- 
methodik veréffentlicht, aus welchen hervorgeht, daB diese Methoden mit 
groBer Genauigkeit arbeiten. Die vorliegenden Analysen des Gesamtblutes 
wurden im groBen ganzen unter denselben experimentellen Bedingungen 
wie die Serumbestimmungen ausgefiihrt. Um eine Kontrolle iiber das 
Vermégen der Platte, optische Intensitaten wiederzugeben, zu erhalten, 
wurden bei der Spektrographierung Doppelaufnahmen gemacht. In meinen 
friiheren Arbeiten fehlen statistische Berechnungen beziiglich dieser Doppel- 
bestimmungen, weshalb ich nun die Gelegenheit ergreife, auf diese Frage 
zuriickzukommen. Die mittleren Fehler der Differenzen zwischen 39 Doppel- 
bestimmungen von Ca, K, Na und Fe in der Flammenanalyse und zwischen 
30 Doppelbestimmungen von Mg in der Flammenfunkenanalyse betragen: 

Ca +0,07 +0,016; Na —0,45 + 0,488; K +0,80 + 0,356: 

Fe —0,19 + 0,113 und Mg —0,10 +. 0,018 mg%. 

Vergleicht man die Dispersionen (a) der nun angefiihrten Serien mit 
den Mittelwerten fiir den beziiglichen Kationengehalt, so erhalt man ein 
MaB fiir die Genauigkeit der einzelnen Bestimmungen: 

5,80 +. 0,098 mg®, 
178,1 +. 3,050 __,, 
169,0 + 2,220 
47,76 + 0,687 

2,05 + 0,056 

Die berechnete prozentuale Streuung der Finzelbestimmungen betragt 
2—3%. 
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Bei der Analyse des Gesamtblutes (hamolysiertes Blut) wurde mit 


der Flammenmethodik der Calcium-, Natrium-, Kalium- und Eisen- 
vehalt bei 39 gesunden Versuchspersonen bestimmt, wobei folgende 
Werte erhalten wurden (Tabelle LL): 


Tabelle II. 





Kation Spektrallinie A Mittel € (M) 


Calcium 4226,7 5,80 0,10 
Natrium ..... 3302,3/02,9 178, 1 L 1,86 
Kalium 4044,2/47,2 169,0 + 2,17 
Eisen 3859,9 47,76 + 1,26 


Mit Hilfe der Flammenfunkenanalyse wurde der Mg-Gehalt des 
Vollblutes bei 30 gesunden Versuchspersonen zu 2,05 —- 0,099 mg°, 
bestimmt (Spektrallinie 2795,5 A). Frither wurde der Mg-Gehalt bei 56 
normalen Frauen im Serum zu _ 1,96 + 0,034 mg, bestimmt. Die 
Werte im Gesamtblut waren iiberraschend niedrig, wenn man den 
Umstand beriicksichtigt, daB die Erythrocyten al!gemein als magnesium - 
reicher als das Serum angesehen werden. 

Die eben angefiihrte Tatsache veranlabte eine eingehende Priifung 
des Analysenganges bei der Mg-Bestimmung im Gesamtblut. Diese Be- 
stimmungen wichen im Prinzip von den frither ausgefiihrten ab. Bei 
den ibrigen Kationenbestimmungen wurden in das ZerstaéubergefaB 
homogene Lésungen eingefiihrt, in welechen das organische Material in 
Lésung enthalten war. Bei diesen Mg-Bestimmungen im Vollblut hatte 
man hingegen mit einer inhomogenen Analysenfliissigkeit zu tun, und 
zwar mit einer Suspension von Erythrocyten im Citratplasma, die mit 
NaCl-Lésung verdiinnt war. Eine Stérung des Zerstiubungsmechanismus 
konnte bei spektrographischer Aufnahme der Blutkérperchensuspensions- 
fliissigkeit nicht beobachtet werden (vgl. die oben angegebenen Doppel- 
bestimmungen). Eine weitere Anzahl wiederholter Bestimmungen bei 
ein und derselben Analysenprobe ergab Werte, die innerhalb der an- 
gegebenen Fehlergrenzen lagen. 

Bei diesen Mg-Analysen hat man im ZerstaubergefaB mit einer 
Lésung zu rechnen, in welcher rund 1,5 Millionen rote Blutkérperchen 
pro emm aufgeschwemmt sind. Sollte die Analyse korrekt sein, so 
miiBte die bei der Zerstaubung entstehende mechanische Suspension, 
die iiber den Brennertubus in die Flamme eingefiihrt wird, exakt dieselbe 
Menge von roten Blutkérperchen pro Vol.-Einh. enthalten, wie die 
Ausgangslésung. Dies wurde derart gepriift, daB der Brennertubus 
durch einen kleinen Glaskolben, in welchem die suspendierte Analysen- 
fliissigkeit sich absetzte, ersetzt wurde. Die im Kolben angesammelte 
Fliissigkeit wurde dann beziiglich ihres Erythrocytengehalts mikro- 
skopisch untersucht. Ungefahr zehn Auszahlungen in der Zihlkammer 
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von Biirker ergaben als durchschnittliches Resultat 3500 rote Blut 
kérperchen pro cmm, gegeniiber der erwarteten Anzahl von 1,5 Millione: 

Diese Beobachtungen bei der Mg-Bestimmung im Gesamtblut 
zeigen die Gefahr, das Prinzip der homogenen Lésung bei der spektri 
graphischen Analyse zu verlassen. Die nun erhaltenen Mg-Wert 
ruhren nicht vom Vollblut her, sondern miissen als modifizierte Plasma 
werte betrachtet werden und kénnen dadurch fiir friithere Serum 
analysen als Kontrolle dienen. Was die Verminderung der Erythrocyten 
anzahl wahrend der Passage vom ZerstaubergefaB in die Flamny 
bewirkt, ist nicht klargestellt. Es ist kaum anzunehmen, dab die Schwer 
kraft hierbei eine gréBere Rolle spiele. Wahrscheinlicher scheint es 21 
sein, daB statisch-elektrische Phanomene wirksam sind. Eine endgiiltige 
Erklarung des erwahnten Phanomens kann erst durch eingehende 
physikalische Untersuchung gewonnen werden. 

Die Versuche, Kationenbestimmungen in kleinen Blutmengen und 
bei geringer Verdiinnung, besonders im Hinblick auf die Mg- und 
Cu-Analyse, ausfiihren zu kénnen, wurden fortgesetzt und auf das 
Studium von hdmolytisch wirksamen Stoffen ausgedehnt, welche das Blut 
in den geeigneten Verdiinnungen 1/3 und 1/2 in homogene Lésung 
bringen kénnten. Mit Hilfe von Saponin in der Konzentration von 
0,1°%, wurde in der Blutverdiinnung 1/3 eine vollstandige Auflésung 
der roten Blutkérperchen erzielt. Jn dieser Lésung wurde der Mg-Gehalt 
zu ungefahr 4mg°%%, bestimmt. Bei der spektrographischen Kontrolle 
ergab sich indessen, daB das Saponin schwach magnesiumhaltig ist. 
Durch Zusatz von HCl zu der Lésung und Dialyse durch eine Kollodium- 
membran konnte die Saponinlésung von dem gréBten Teil ihres Mg-Ge- 
halts befreit werden, und zwar ohne da die himolytische Wirkung 
verlorenging. Etwas starkere Saponinlédsungen wurden zur Erzielung 
der Haimolyse bei Cu-Bestimmungen im Vollblut angewandt. Ich hoffe, 
bei einer spateren Gelegenheit die Ergebnisse dieser Versuche ver- 
éffentlichen zu k6énnen. 

Diskussion. 

Die vorliegenden Untersuchungen bilden ein Glied der von mir 
gestellten Aufgabe, eine einheitliche und dadurch fiir alle Metalle voll- 
stdndig vergleichbare Bestimmungsmethodik fiir die Kationenkonzentration 
des Blutes auszuarbeiten. Erst nachdem die technisch-methodischen 
Einzelheiten klargestellt worden sind, scheint es mir méglich zu sein, 
die Probleme anzugreifen, welche mit den physiologischen Stérungen des 
Mineralgehalts des Blutes und der Gewebe verkniipft sind. In dem vor- 
liegenden Zusammenhang wird die hierher gehérende Literatur nicht 
weiter erdrtert. 

Bei meinen friiheren Untersuchungen tiber den Kationengehalt des 
Blutserums unter Anwendung der Flammen- und Flammenfunken- 
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methodik hat sich ergeben, daB sich die Analysenwerte statistisch nach 
der normalen Frequenzkurve verteilen. Nun wurde mit der Flammen- 
methodik bei 39 Normalpersonen eine Bestimmung des Caleium-, 
Natrium-, Kalium- und Eisengehalts im Gesamtblut durchgefiihrt, 
wobei fiir alle diese Metalle 1 cem Vollblut als Ausgangsmaterial ge- 
nommen wurde. Die physiologischen Variationen diirfen, um als 
statistisch sicher zu gelten, noch innerhalb von —+- 3 ma' a fallen, sollten 
also z. B. fiir Ca (s. Tabelle auf 8S. 194) + 0.3 mg®,, fiir K + 6,6 mg®, 
iibersteigen. Die in den vorliegenden Untersuchungsserien beobachteten 
niedrigsten und héchsten Analysenwerte betrugen fiir Ca 4,80—7,30, 
fiir Na 152,0—204,0, fiir K 147,8 —195,2 und fiir Fe 32,09—65,42 mg°,. 
Die physiologischen Variationen iihersteigen also weit die statistischen 


gut denen, welche bei 


Fehlergrenzen. Diese Werte entsprechen sehr 
einem Material von der GréBenordnung des vorliegenden und_ bei 
normaler Verteilung der Varianten erwartet werden kénnen. Von 
den normalen Gesamtblutwerten, welche mit der Flammenmethodik 
unter Anwendung der //ford-Panchromplatte bestimmt werden kénnen, 
miissen praktisch genommen 95°, innerhalb desjenigen Variations- 
gebietes fallen, das eben fiir die betreffenden Kationen angegeben wurde. 

Die geformten Elemente des Blutes machen 40—50 Vol.-°, aus. 
Die Kationenkonzentrationen im Serum und Plasma stimmen gut 
iiberein. Frither (1939) wurde die Serumcalciumkonzentration bei 
56 normalen Frauen zu 9,72 -- 0,11 mg bestimmt. Die Serum- 
natriumkonzentration betrug bei demselben Material 304 — 2 mg. 
Diese Serumwerte erlauben einen Vergleich mit den Werten im Vollblut, 
nachdem die Erythrocyten nur unbedeutend calciumhaltig und praktisch 
genommen natriumfrei sind. Von den Serumwerten ausgehend diirfte 
man fiir das Gesamtblut einen Ca-Wert zwischen 5,35 und 5,81 mg®,, 
und einen Na-Wert zwischen 167,2 und 182.4 mg®{ erwarten. Diese 
Berechnung scheint mit den Analysenwerten, die bei den Bestimmungen 
im Vollblut erhalten wurden, sehr gut iibereinzustimmen. 

Die Versuchspersonen, von denen das untersuchte Blutmaterial 
stammte, gehérten der Altersperiode 19—29 Jahre an, und zwar handelte 
es sich um 18 miannliche und 21 weibliche. Die Verteilung der Werte 
unter Beriicksichtigung des Geschlechtes ist die folgende: 


Tabelle ITI. 





Kationen (mg %) : Ca Na K Fe 
18 Manner..... 5,53 177,1 168,0 51,96 
21 Frauen ..... 6,03 179,1 170,1 43,58 


Der Unterschied zwischen den Werten ist gering. Nach diesem 
Material beurteilt, liegt jedoch beziiglich des Fe- und des Ca-Wertes eine 
hemerkenswerte Differenz vor. Bei den weiblichen Versuchspersonen ist 
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danach der Fe-Wert niedriger und der Ca-Wert etwas héher. |) 
niedrigere Fe-Wert fiir Frauen stimmt mit den Befunden von Luni 
gardh und Bergstrand (1940) iiber den Fe-Gehalt der menschliclh 
Leber tiberein. 

Wird das gesamte jetzt untersuchte Material einer Priifung unt: 
zogen, so geht daraus hervor, das die Kationenkonzentration im Bly 
hedeutenden individuellen Variationen unterworfen ist, was sich m 
Beobachtungen mit friiheren Serumanalysen gut deckt. Der dure! 
schnittliche Fehler in der Einzelbestimmung ist indessen, wie gesay 
im Vergleich zu der physiologischen Variation sehr gering. Man | 
in der spektral-analytischen Methodik ein gutes Hilfsmittel zur 1 
urteilung der Verschiebungen des Mineralgehalts im Blute in der Hani! 


Zusammenfassung. 


Fiir die spektralanalytische Kationenbestimmung im Gesamtblui 
nach der Methodik von Lundegardh wird ein neues Verfahren angegebe: 


und zwar unter Benutzung der photoelektrischen Intensitatsmessuny 


und graphischen Berechnung mittels einer Standard-S-Kurve. 1) 
Methodik der Calcium-, Natrium-, Kalium- und Eisenbestimmung wuri: 
ausgearbeitet und das Prinzip fiir eine Magnesium- und Kupfe 
bestimmung angegeben. 

Der Kationengehalt im Gesamtblut wurde bei 39 normalen Ve: 
suchspersonen bestimmt und folgende Werte gefunden: 


NINN ios ust ais ks, 58 5,80 + 0,10 mg% 

Peaorram 0 Se eS. 178,1 + 1,86 ,, 

RP BOO 169.0 +2,17 ,, 

OE ere ee ee eae 47.8 +1,26 ,, 
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Zur Theorie der mitogenetischen Strahlung. 
VI. Mitteilung!?: 

Quarz als Nebenfaktor bei Erforschungen der mitogenetischen Strahlung. 
(Kritisch-experimentelle Analyse der ,,Kolorimetrischen’’ Methode 
von Potozky). 

Von 
M. Moissejewa. 

(Aus dem Laboratorium fiir Pflanzenphysiologie der Universitat Kiew.) 

(Eingegangen am 14, Februar 1912.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die mitogenetische Literatur ist im Laufe der letzten Jahre auBer- 
ordentlich bereichert worden, doch ist trotz Hunderten von experimen- 
tellen Arbeiten die Tatsache des Bestehens einer mitogenetischen 
Strahlung noch nicht bewiesen. Die Gegner der mitogenetischen Strah- 
lung weisen auf eine Reihe von Nebenfaktoren hin, die Begleiterschei- 
nungen im Experiment vorstellen und den ,,mitogenetischen‘’ Effekt 
erklaren kénnen. Zu einem der Hauptfaktoren, oder eigentlich zu einer 
Hauptfaktorengruppe, gehéren die fliichtigen chemischen Stoffe, denen 
gegeniiber, wie sich zeigt, verschiedene sowohl physikalische wie auch 
biologische Detektoren sich sehr empfindlich verhalten. Es geniigt, den 
aufsehenerregenden Versuch von Stempel (1) mit den Liesegangschen 
Ringen und die Versuche von Magrou (2) — EinfluB des Bact. tume- 
faciens auf die Larven der Seeigel anzufiihren. In jedem einzelnen 
Falle ist es unwiderleglich bewiesen worden [Tokin (3), Czaja (4), 
Siebert (5) mit den Liesegangschen Ringen, Chouchroun (6) mit den 
Larven der Seeigel], da der gewonnene Effekt véllig von den fliich- 
tigen Stoffen bedingt wird. Ebenso iiberzeugend sind, denke ich, meine 
Versuche mit Hefe, zu denen ich als Induktor Blut verwandte. 

Schon im Jahre 1935 (7, 8) erzielte ich einen ausgezeichneten 
positiven Effekt bei Induktion von fliissiger Hefekultur mit Blut durch 
Luft, wenn es gelang, alle begleitenden Nebenfaktoren bei Aufstellen 
des Versuchs (z. B. UngleichmaBigkeit im Bau der Detektorkammern, 
Neigung derselben, Fiillungsgrad usw.) zu beseitigen. Als ich aber 
diese Versuche in anderer Abanderung wiederholte, namlich nicht durch 


1 1. Mitteilung: diese Zeitschr. 241, 1, 1931; 2. Mitteilung: ebenda 248, 
67, 1931: 3. Mitteilung: ebenda 251, 133, 1932: 4. Mitteilung: Ber. d. 
Deutsch. bot. Ges. 52, 6, 1934; 5. Mitteilunz: diese Zeitschr. 281, 349, 1935. 
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Induktion durch Luft 











ie , 
vi ii 2 | 8 Heferasse a Zellenzahl Zellenzahil 
z | = in det ip der 
z 9 3 — iy ° Kontrolikultur 5 
= = z 
1 20 2 Chablis 24 +8 3h10’ 3303 + 30,6) 3276+ 324 27 
2 20 2 Pe — { — 
3 22,6; 8 ~ 299 613 389) 2727+ 186 2 637 - + 18,9; 9 
4 122.6: 3 Champagne 33 7.309 2034+ 16,2 1845 + 24,3. 189 
5 21,5) 4 * 321 71309) 1989+ 9.3 1 890 +- 19, . ay 
6 | 21 5 i. 9 81312 1500+ 15,3 1359 + 15,3 141 
7 20 5 Chablis 23 | 7|5-24) 14494 10,8, 1314 +410,8| 135 
8 | 21 6 Muscat 7 7/304 23494135 2343+ 10,8 6 
9 21 6 n _ — 
10 21 7 # 7, 7|8 04 4748 + 28,8 4419 + 26,1 329 
20 099 19 083. 1016 
11 123 1 Chablis 12 9 38h35' 3 420 + 26,4) 2952 + 33,0) 468 
12 | 22 1 be 33 | 10 3 20, 1368 + 17,1] 1170 + 27,0; 198 
3 21 1 48 8 317 1314+ 18,9) 11524 6,3 162 
14 121 3 rm 7 6316. 1530 + 16,2} 1296 + 24,3) 234 
16 |} 21 3 Champagne 8 7 306 2475 + 18,9) 2142 + 36,9 333 
16 || 22 4 4 6 3 11 2691 + 24,3) 20434153 647 
17 || 22 4 i 6 8 231 1395+ 26,1) 11344 13,5 261 
18 20 5 Chablis 9{ 7,302! 1701+ 7,2) 1458 + 16,2) 243 
19 , 20 5 re - = _ _ ~- 
20 | 20 6 Muscat 18 6 13 06); 2 930 + 18,0; 2530+ 9,0 400 
18 824 15 877 2947 
38 923 34 960 3963 


Luft, sondern durch Quarz induzierte, bei hermetischer [solierung des 
Induktors vom Detektor, erzielte ich keinen Effekt (s. Tabelle I). So 
ist auch in diesen Versuchen mit Hefe und Blut offenbar einer der 
Faktoren, der die Vermehrung der Hefe stimuliert, die Gruppe fliichtiger 
chemischer Stoffe, die vom Blut ausgeschieden werden (9). Auf den 
EinfluB der Zwiebel, die Vermehrung der Hefe betreffend, wies friiher 
schon Tokin hin (10). Doch sind in der Literatur tiber mitogenetische 
Strahlung auch solche Falle bekannt, wo bei hermetischer [solation 
von Induktor und Detektor und Induktion durch Quarz vollkommen 
positive Daten (im Sinne von mitogenetischer [nduktion) erhalten 
wurden. Es gibt zwar nicht viele solcher Falle, aber da sie tatsachlich 
vorkamen, so erfordern sie Beachtung und Erklarung. Schon im Jahre 
1936, bei Priifung der Exaktheit der Methode, die ich der Untersuchung 
des Einflusses von Blut durch Quarz auf Hefe voraussandte (9), be- 
merkte ich eine unbedeutende Depression im Zylinder mit Quarzboden 
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faduktion im Minuten 


> 3 14, 2160+ 18,9 2313 + 18,9 143 6,6 
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Induktion durch Quarz 
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ex * 3° = = = - 
zs Zellenzahl Zellenzahl = = —— S : as & = es 
5.3 in der in der 5 = Asx Si st 6S SE 
5 2 I. Kontrolle II. Kontrolle = E = ¥ Es = 23 
53 zi paiibt al 
3h10’ 3078 -+ 15,3 3114 + 34,2 36 ll 3060+ 9,1 18 0,5 5 17 
3 25 3330 + 27,0 3636 + 14,5 306 9,1 3582 + 25,0 252 7,5 54 - 1,4 
3 31 2871 + 27,9 2934 + 25,2 63 2,2, 2 763 + 25,2 108 —3,7 171 5,0 
308 23584 18,0 2133 + 18,9 225 — 9.5 2241 + 35,1 117 —5,0 108 5,0 
314 2772 +17,l) 2970 + 16,2 198 7,1) 2709 + 19,8; 63 —2,2 261 8. 
312 1719 + 16,2) 1719 + 30,6. 0 O 16744261) 45,-2,6, 45 2,6 
5 08 1143 + 13,6 11704108 27 2,3 11554225 12'-1,0 15 1,2 
302 2385 + 23.4 2309+ 189 76 — 3,1 25164 14,4131) 54 207 85 
3 03) 2691 + 23,4 2862 + 22,5 171 6,3 2866+ 21,6171) 63 4 0,4 
3 37 72004 39,5 6741 + 18,0 469 — 6,5 6975 + 18,0 225 —3,1 234 34 
29 547 29 588 41 0,1 29 541 6 60 47 0,1 
3620’ 2025 + 18,0 2205+ 27,0 180 88 21514216126 62 54 -—24 
$13 2592+ 282 24934180 99 — 33 24214126 171 -65 72 —2,8 
3 23) 2205 4 23,4 21964243 9 - 04 21784144 27-12 18 —0,8 
3.16 2502 + 30,6 2243 + 30,6 259 -10.3 24124 27,0 90-35 169 7 
302 3051+ 27,9 30874324 36 1,1 31684144117 38 81 2 
) 


2106 + 34,2 54 —24 207 — 89 
230' 5644216 6124153 48 85 5884162 2 42 24 —3. 


3 08| 1627+ 6,3 1512+ 180 15 —- 0,9 1497+ 108 30 -1,9 15 - 0,0 


3. 00/1242 411,7 1311+ 63 69 56 12364 99 6-04 7 —5,7 
3 06| 2319 4.22.8 2628 4. 162\ 309-133 2547 £207 298 98 81 0 


20 187 20 600 413 1,8 20 304 117 (0,5 | 296 1,3 
49 134 50 188 454 0,9 49 845 111 0,2) 343 0. 


im Vergleich zu einem solchen mit Glasboden (s. Tabelle IL). Es ent- 
stand die Vermutung, daB eine Hefekultur, die bei 25° ¢ 


im Thermo- 
staten geziichtet wurde, wahrend des bei Zimmertemperatur durch- 
gefiihrten Versuchs etwas abkihlte, und zwar besonders im Zylinder 
mit Quarzboden, da die Warmeleitung des Quarzes 10- bis 20ma! 
gréBer ist als diejenige des Glases (11). Eine Versuchsserie, bei welcher 
die Kulturen enthaltenden Zylinder auf: Kristallisatoren mit leicht ab- 
gekiihltem Wasser gestellt wurden, bestatigte diese Voraussetzung voll- 
kommen. Das Sinken der Temperatur war auch in diesem Falle sehr 
unbedeutend, da die Temperatur des Wassers in den Kristallisatoren 
sich der Zimmertemperatur bald anpafte: trotzdem sehen wir aus 
Tabelle ILI, daB die Depression um das Doppelte stieg (von 3.3° im 
Mittel auf 6,7°). 

So kann man denn bei Anstellung von Versuchen tiber mito- 
genetische Strahlung mit Hefekulturen durch Quarz (in der Kontrolle 

Biochemische Zeitschrift Band 312. 14 
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Glas) bei Temperaturveranderungen wahrend des Versuchs eine [D 
pression erzielen, vielleicht sogar eine recht bedeutende (z. B. |x 
Wechselreiz), als Folge der Wirkung nur eines einzigen Nebenfaktors 
der Temperaturverschiebung infolge der verschiedenen Warmeleitun, 
von Quarz und Glas. Bei meinen Versuchen (Tabelle 1) — Induktio: 
von Hefe durch Blut — war die Depression vielleicht darum unbe 
deutend, weil zwischen dem Fiillen der Zylinder und dem Ende de- 
Versuchs ziemlich viel Zeit verstrich und der Unterschied zwischen de: 
Abkiihlung der Kulturen sich wohl ausgeglichen hat. 


Il. 


Wie bekannt, ist die Schule von Gurwitsch in letzter Zeit bestrebt 
eine physikalische oder chemische Methode auszuarbeiten, welche di: 


mitogenetische Strahlung beweist. Solch eine ,,chemische’’ Methocde 


wire nach Gurwitschs (12) und Salkinds (13) Meinung die Methode vor 
Potozky (14) mit Bliitenblattern und Scheiben von roten Riiben. 

Mit Hilfe ihrer scheinbar sorgfailtig ausgearbeiteten Methoc 
beweist Potozky (14) die erhGhte Permeabilitat des Plasmas (,,die Ze|| 
permeabilitat’‘) an Schnitten von roten Riiben und zarten Bliiten- 
blattern, wobei letztere unter EinfluB der ultravioletten Strahlen 
welche, wie Potozky vermutet, wahrend der chemischen Reaktion aus 
gesandt werden, schneller durchsichtig werden und schneller ab 
sterben. 

Vor allen Dingen mu bemerkt werden, daB auch diese sogenannt: 
..chemische‘‘ Methode nicht unbedingt chemisch ist. Sie ist ebensowolh| 
biologisch wie auch alle vorhergehenden (Wurzel-, Hefen- und Bakterien- 
methoden), denn auch hierbei wird die Reaktion des lebenden Proto- 


plasmas erfaBt. Da aber das lebende Protoplasma, wie bekannt, fiir 


den ,Einflu8 der allerverschiedensten Begleitfaktoren. bei Anstellung 
eines Versuchs auBerordentlich empfanglich ist, so muB man selbst- 
verstandlich an diese Methode mit der gréBten Vorsicht herantreten 
und die Einwirkung aller Faktoren, welche die Versuchsanstellung 
begleiten, auf das genaueste priifen. 

Als Quelle der mitogenetischen Strahlung bei den Versuchen mit 
roten Riiben benutzte Potozky zwei Reaktionen: K,Cr,O0, + FeSO, und 
H,O, + KMnO,. Durch eine bei der betreffenden Reaktion auf- 
tretende Strahlung soll Permeabilitétssteigerung erfolgen, was an er- 
héhtem Farbstoffaustritt aus den Pflanzenteilen zu erkennen ist. 


Bei Wiederholungen der Versuche befolgte ich nach Moéglichkeit 
die Anweisungen der Autorin (Auswahl des Materials, Durchfithrung 
der Reaktionen usw.). Ich veranderte die Form und die GréBe des 
Detektors. Ich schnitt mittels eines Doppelmessers 2 mm dicke Quer- 
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lamellen aus der Riibenwurzel heraus. Aus diesen Scheiben bohrte ic! 
mit einem Korkenbohrer Kreise von 1,2 oder 1,4em Durchmesse: 
d.h. von ungefahr 1 oder 1,5 qem Flachenraum, welche ihrer anatomi 
schen Struktur nach mehr oder weniger gleichartig waren. Die Kreis: 


wurden dann 3 Minuten lang in flieBendem Wasser ausgewaschen uni( 


danach zum Versuch verwendet. 

In der ersten Versuchsserie wurden die Riibenscheiben mit Wasse: 
an den Boden der Zylinder, in denen die Reaktion vor sich ging, gehefte1 
unter ihnen stellte man Kammern von 2 em Durchmesser und 0,4 cn 
Hohe auf, in welche 0,6 ccm Wasser eingefiillt worden waren. In diese: 
Serie wurden die Kammern so gestellt, daB ihre Rander 1—2 mm tiefe: 
lagen als der Boden der Zylinder, in denen die Reaktion stattfand 
Nach der Induktion, d. h. nach 15 Minuten, wurden die Schnitte vor 
sichtig ein jeder in seine Kammer gesenkt und sofort auf die ander 
Seite gekehrt. Danach begann ich die Verfairbung des Wassers 21: 
beobachten. Es erwies sich, dab unter diesen Bedingungen in derjenige: 
Kammer, die unter dem Quarz stand, haufig eine beschleunigte (un 
2—3 Minuten) Rétung des Wassers zu bemerken war und diese auc! 
weiterhin intensiver blieb als in der Kammer, die unter dem Glas vx 
standen hatte. 

In der zweiten Versuchsserie wurden in Kammern, welche 0,4 cen 
Wasser enthielten, Wurzelschnitte eingefiihrt und diese Kammer 
mittels Vaseline hermetisch an die Béden der Zylinder, in denen di 
Reaktion vor sich ging, geklebt. Auf diese Art waren die hermetis« 
isolierten Schnitte wahrend der ganzen Induktionsdauer im Wasse: 
in einer Entfernung von 1—3 mm vom Induktor. Nach der Induktion 
wurden die Kammern vorsichtig vom Zylinder mit dem Induktor lo 
gelést. In jede Kammer wurden noch 0,2 cem Wasser zugegeben. Be 
solcher Versuchsdurchfiihrung war die Intensitaét der Farbung de- 
Wassers in beiden Kammern zu Anfang des Versuchs entweder gleicl) 
oder bald in der Induktions-, bald in der Kontrollkammer intensive! 
In den letzteren Fallen glich sich die Farbung innerhalb einiger Minuten 
aus, mit Ausnahme von 2—3 Versuchen, bei denen eine Verschiedenheit 
der Farbung (zugunsten der Induktion) ziemlich lange (15 Minuten 
anhielt. 

Doch in den Protokollen gerade dieser Versuche war vermerkt 
dai die induzierte Lamelle etwas schrag ausgeschnitten war. 

Von allen 30 Versuchen der zweiten Serie wurde in 13 Fallen ei 
Pluseffekt beobachtet, d.h. im Laufe von einigen Minuten war da- 
Wasser in der Kammer, die unter Quarz gestanden hatte, intensive: 
vefarbt. 11 Fille ergaben einen Minuseffekt — intensivere Farbung i) 
den Kontrollkammern — und endlich 6 Fille einen Nulleffekt, d. h. ein 
Unterschied in der Farbung des Wassers in Kontrolle und Induktio: 
war nicht zu bemerken. 
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So sehen wir denn, dap die zweite Versuchsserie mit Riibenschnitten 
Lvinen Existenzheweis fiir eine mitogenetische Strahlung gibt. und miissen, 


offenbar daraus den SchluB ziehen, daB die positiven Resultate der 
ersten Serie einer Folge der Einwirkung auberer Begleitfaktoren bei 


\nstellung des Versuchs zuzuschreiben sind. 


Beim Versuch mit Bliitenblattern machte Potozky die Beob- 
ichtung, das die zarten Bliitenblatter der Frithlingsblumen, Mohn. 
Heckenrose, Veilchen und anderer, am besten auf die Reaktion H,O, 
~KMn0Q, reagieren. Zuweilen zeigt sich ein deutliches Hervortreten 
der Adern und der durchsichtigen Stellen, auch Ausscheiden des 
Pigments bei induzierten Bliitenblattern, schon nach 6 Stunden oder 
am folgenden Tage, wahrend solche in der Kontrolle genau so frisch 
blieben wie vor dem Versuch. Sommerblumen zeigten in der Regel 
keine derartige Reaktion, auBer besonders zarten, wie Nelken und 
Levkojen. 

In ihrer Arbeit schreibt Potozky, daB sie ..méglichst frische* 
Blumen verwendete. Dieser Ausspruch beweist zweifellos, dab die 
Autorin nicht gleichartiges Versuchsmaterial benutzte. Da aber diese 
Methode, wie ich schon betonte, nicht rein chemisch, wofiir sie die 
Schule von Gurwitsch halt, sondern auch biologisch ist und als Detektor 
Gewebe von lebenden Zellen, mit lebendem Protoplasma, das keine 
bestandige unveranderliche Substanz ist, verwendet wurde, kénnte 
man leicht annehmen, daB das Protoplasma in Alteren Bliitenzellen 
andere Eigenschaften besitzen wiirde als dasjenige junger, aber er- 
schlossener Knospen. Auch kénnte man annehmen, das die Eigen- 
schaften des Plasmas von den Bedingungen abhangen, unter welchen 
sich die Blumen vor dem Versuch befanden. Aus diesem Grunde widmete 
ich der Wahl des Materials zu meinen Versuchen besondere Aufmerksam- 
keit und vermerkte in den Protokollen immer genau Alter und Frische 
der Bliitenblatter, die zum Versuch verwendet worden waren. Mit 
anderen Worten, wann die Bliite sich entfaltet hatte, wann sie gepfliickt 
worden war, unter welchen Bedingungen sie vor Anfang des Versuchs 
sich befand, welcher Stelle der Blume das Bliitenblatt entnommen 
wurde u. a.m. 

Fiir die im Herbst begonnenen Versuche benutzte ich Nelken und 
Levkojen, im Frithling wiederholte ich sie mit Friihlingsblumen. 

Die Versuche wurden genau so durchgefiihrt wie diejenigen mit 
Riibenschnitten, doch wurde als Strahlenspender ausschlieBlich die 
chemische Reaktion H,O, + KMnQO, angewandt. 

In der ersten Versuchsserie wurde das Bliitenblatt mittels Wassers 
an den Quarz- bzw. Glasboden des Zylinders, in dem die Reaktion 
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vor sich ging, geheftet. Unter dem Zylinder wurde eine Kammer mit 
Wasser derart aufgestellt, da dazwischen eine recht bedeutende Spalt 

23mm) blieb. Nach Beendigung des Versuchs wurde das Blumen 
blatt in die Kammer versenkt. Diese Versuche bestatigten die Date: 
von Potozky vollkommen. Einen besonders guten Effekt ergab da 

Schneegléckchen (Galanthus nivalis). Zuweilen wurde schon zu End 
des Versuchs, d.h. nach 20 Minuten, ein Teil des Bliitenblattes, da- 
sich unter dem Quarz befand, durchsichtig und glasartig, wahrend 
das Bliitenblatt in der Kontrolle noch genau so frisch blieb, wie di 
dem Experiment nicht unterzogenen Blumen. 

Sehr haufig konnte man eine solche Reaktion erlangen, wen) 
, zufallig’’ auBere Bliitenblatter der Levkoje unter den Quarz gebracli 
wurden und innere unter das Glas kamen, oder auch wenn man unte: 
den Quarz die Bliitenblatter einer gestern entfalteten Blume legt: 
unter das Glas aber diejenigen einer eben erbliihten. 

In den letzteren Fallen konnte man auch dann ein positives Resulta' 
bemerken, wenn vollkommen gleichartig gewahltes Material keinerle: 
Effekt ergab. Positive Resultate zeigten in dieser Versuchsserie di 
Bliitenblatter des Schneegléckchens, der weiBen Anemone, der gefiillte: 
Gartenlevkoje und der hellrosa sowie weiBen Gartennelke. Dunkelros: 
und rote Nelken, Astern von allen Farben und eine Reihe andere: 
Sommerblumen reagierten bei der verschiedensten Wahl der Bliiten 
blatter gar nicht auf diese Reaktion. 

In der IL. Versuchsserie wurden die Bliitenblatter der oben ge 
nannten zarten Blumen zwecks Induktion in einer Kammer mit Wasse! 
(0,6 cem) untergebracht. Die Kammern wurden, ahniich wie bei de1 
Versuchen mit Riiben, mit Hilfe von Vaseline angeklebt. So war den: 
das ins Wasser gesenkte Bliitenblatt vom Induktor 2—%3 mm entfernt 
Bei streng gleichartiger Wahl! des Materials ergab kein einziger Versuc! 
unter zahlreichen mit verschiedenen Objekten den von Potozky b« 
schriebenen Effekt. Mit anderen Worten, die Bliitenblatter, sowohl div 
unter Quarz als auch diejenigen, die unter Glas gestanden hatten, wiese: 
im Laufe von 2—3 Tagen keinerlei Unterschied auf und verwelkte: 
mehr oder weniger gleichzeitig. 

So ist man denn gendtigt, den SchluB zu ziehen, daB auch in dev 
Versuchen mit Bliitenblattern der Pluseffekt nicht von der Induktion in 
Sinne von Gurwitsch, sondern von irgendwelchen anderen Faktoren abhanyt 


IV. 
Interessant war es zu bestimmen, was fiir einen EinfluB eine Tem 


peraturerhéhung bei Wirkung durch Quarz und Glas auf Schnitte vo: 
roten Riiben, sowie auf Bliitenblatter ausiibt. 
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Zu diesem Zwecke wurden auf ein gew6hnliches heizbares Objekt - 


tischchen, das bis zu einer bestimmten Temperatur erwarmt worden 
war, auf Glaskapillaren, die als Stiitzen dienten, zwei Platten neben- 
cinander gelegt, die eine aus Quarz, die andere aus Glas. Uber ihnen 
befanden sich die Rote-Riiben-Schnitte oder die Bliitenblatter in einem 
\Wassertropfen unter einem Deckglas. 

Es erwies sich, da eine solehe Erwarmung im Laufe von 20 Minuten 
bei 45—50° C unter den gegebenen Bedingungen einen ahnlichen Effekt 
erzeugt wie bei Induktion mit synthetischer Reaktion. Genau so zeigte 
sich, zuweilen nach 6 Stunden, zuweilen nach 2 Tagen ein Unterschied 
zwischen den Bliitenblattern, die auf Quarz und auf Glas gelegen 
hatten. Das Bliitenblatt, das auf der Quarzplatte gelegen hatte, wurde 
friiher glasartig, die Adern traten friiher hervor und es verwelkte 
schneller. 

Man konnte solche Erscheinungen auch bei niedrigerer Tem- 
peratur (80—35°C) beobachten, wenn die gut angefeuchteten Bliiten- 
blatter ohne Deckglas auf den Platten lagen. Das Resultat hing in 
hohem Mabe von den Eigenschaften der Bliitenblatter ab. Bei Blumen, 
die am vorhergehenden Tage oder 2—3 Tage vor dem Versuch gepfliickt 
worden waren, trat der Unterschied friiher und deutlicher hervor, am 
schwachsten hingegen bei Bliitenblattern vor kurzem erbliihter, 
vepfliickter Blumen. AuBerdem reagierten die auBeren Bliitenblatter 
frither auf Temperaturerhéhung, sowie auf Vertrocknung — die inneren 
spiiter. 

Der positive Effekt auf Quarz- und Glasplatten offenbarte sich bei 
Verwendung von vollkommen gleichwertigem Versuchsmaterial. Wenn 
aber das Material absichtlich so gewahlt wurde, da auf einer Platte 


eben 


ein 4uBeres Bliitenblatt lag, auf der anderen ein inneres, oder auch auf 
der einen Platte ein Blatt von einer eben erschlossenen Blume, auf der 
anderen aber von einer solchen, die schon vor 2—3 Tagen aufgebliiht 
war usw., so konnte man sogar in der Kontrolle (d.h. beide Platten 
Quarz oder beide Glas) einen glanzenden Effekt, wie ihn Potozky be- 
schreibt, beobachten. 

Wenn aber ,,zufallig’’ auf die Quarzplatte ein auBeres Bliitenblatt 
gelegt wurde, z. B. von dem unteren Teile der Bliitentraube der Levkoje 
(d. h. ein vor einigen Tagen erschlossenes, das stark auf Temperatur- 
erhéhung reagiert), auf Glas hingegen ein solches aus dem oberen Teil 
(eben erbliiht, auf Temperaturerhéhung schwach reagierend), so konnte 
man den Unterschied zuweilen schon zu Ende des Versuchs bemerken. 

Es ist interessant, da eine solche Reaktion ausschlieBlich bei 
Levkojen und weifen sowie zartrosa Nelken zu beobachten war. Bei 
dunkler gefarbten rosa Nelken, sowie bei Astern aller Farben und bei 
roten und gelben Georginen, rief eine Erwarmung sogar bis 56° im 
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Laufe von 25—30 Minuten keinerlei Effekt hervor. Bliitenblatter, di: 
ganz ohne Erwarmung auf Quarz, sowie auf Glas gelegen hatter 
blieben im Laufe einiger Tage ganz gleich und verwelkten ungefialyr 
gleichzeitig. 

Was nun die Schnitte der roten Riiben betrifft, so war bei E: 
warmung bis 30--35° (Zimmertemperatur 25°) und Verwendung eines 
Deckglases schon nach 20 Minuten ein Unterschied im Austritt des 
Pigments zwischen den Schnitten, die auf Quarz und auf Glas gelegen 
hatten, zu bemerken. 

Auf den Austritt des Pigments wirkt noch auBerdem bedeutend 
die Art des Schnittes; schrage, d. h. zu der Wurzelachse nicht senkrecht: 
Schnitte scheiden mehrund durch: 








langere Zeit Pigmente aus als 
senkrechte Schnitte. 

Es entsteht die Frage: ob der 
Temperaturunterschied bei Ein- 
wirkung durch Quarz und Glas 
in unseren Versuchen (auf dem 
heizbaren Objekttischchen) so 
unbedeutend sei, da man ihn 
a b nur durch biologische Methoden 
entdecken kann (Hefe, Proto- 
plasma in Bhiitenblattern und 





























Abb. 1. 


Riibenschnitten), oder ob er groB genug ist, um mittels nicht kompli- 
zierter physikalischer Methoden offenbar zu werden. Um der Lésung 
dieser Frage niherzukommen, stellte ich einige Versuche mit Paraffin an. 

Schneidet man zwei vollkommen gleiche Paraffinstiickchen mit 
viereckiger Grundfliche aus und bringt sie auf die Quarz- und Glas- 
platten, die in gew6hnlicher Weise auf dem bis zur Schmelztemperatur 
des Paraffins erhitzten Objekttischchen liegen, so bemerkt man schon 
5 Minuten nach Anfang des Versuchs ein Schmelzen des Paraffins auf 
der Quarzplatte. Erst wenn auf dieser ein glanzender Rand von ge 
schmolzenem Paraffin rund um das ganze Stiickchen hervortritt, also 
nach 15—20 Minuten, bemerkt man die ersten schwachen Anzeichen 
vom Schmelzen des Paraffins auf der Glasplatte. Lést man hierau! 
20 Minuten nach Anfang des Versuchs die Paraffinstiickchen vorsichtiy 
ab, so bleiben auf den Platten Abdriicke: auf der Quarzplatte eine recht 
dicke Schicht (a), auf der Glasplatte ein kaum wahrnehmbarer Ab- 
druck (6, Abbildung 1). 

So beweist dieser Versuch klar und deutlich, daB durch eine Quarz 
platte bedeutend mehr Warme dringt als durch eine gleiche Glasplatte 
Wenn dem aber so ist, mu angenommen werden, daB auch bei den 
chemischen Reaktionen, die Potozky benutzte, durch Quarz ebenfalls 
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nehr Warme drang. Dieser Umstand konnte die Wasserverdunstung 
sowie das Austrocknen ungeniigend angefeuchteter Zellen, vielleicht 
ich die Permeabilitat des Protoplasmas selbst erhGhen. Wenn man 
den Versuch so anstellt, daB Austrocknung und Verdunstung nicht 
stattfinden (der Detektor hermetisch im Wasser isoliert), so ist bei 
vleichartigem Versuchsmaterial keinerlei Effekt zu beobachten. 

Es muB also festgestellt werden, da der positive Effekt bei An- 
wendung dieser ,,chemisch exakten Methode von Potozky nicht von 
mitogenetischer Strahlung abhangt, sondern durch FEinflup duperer 
Faktoren — Nebenerscheinungen des Versuchs bedingt wird. 

Einer der Hauptfaktoren, die den positiven Effekt bei Versuchen 
mit Rote-Riiben-Wurzeln und mit Bliitenblattern hervorrufen, ist also, 
wie wir beobachteten, die Verschiedenheit der Platten des Apparats: 
in der Kontrolle Glas, im Versuch selbst Quarz. 

Selbst bei fliichtiger Analyse der Arbeit bemerkt man darin noch 
eine ganze Reihe von Fehlern und AuBerachtlassungen. So wird z. Bb. 
nichts iiber die genaue Definition der Grundlage der Induzier- und 
Kontrollquadranten der Riibe gesagt, ebensowenig tiber die Berechnung 
der Wechselbeziehungen zwischen lebenden und toten Zellen in jedem 
Quadranten, iiber die Wassermenge, die jedem Quadranten zugefiihrt 
wurde, iiber die Entfernung zwischen dem Induktor und dem Detek- 
tor usw. Offenbar wurde alles dieses entweder gar nicht in Betracht 
yezogen, oder nur anndhernd berechnet, ,.nach Méglichkeit genau’, in 
der Weise, wie die Bliitenblatter ,,méglichst frisch** gewahlt wurden. 
In den Tabellen werden auBerdem weder die Versuche, noch die Kon- 
trollen erschépfend angefiihrt, auch finden wir nirgends eine Berechnung 
des mittleren Fehlers. 

Es ist nicht zu verwundern, daB der Physiker Gerlach (15), ein 
Vertreter der exakten Wissenschaften, bei Analyse dieser Arbeit 
schreibt: .,So lést man solche Probleme nicht, sondern verwirrt nur 
den Laien, 1aBt den Fachmann die Sache ad acta legen. Wenn aber 
immer wieder so unsachgemaBe Versuche und oberflachliche Deutungen 
veréffentlicht werden, dann darf sich der Leiter des Instituts nicht 
beschweren, wenn ,skeptische Au®erungen‘ vielfach eine unzulissige 
Form annehmen“ (Gerlach, 1937). 

Wenn die Schule von Gurwitsch bei Untersuchungen nach der 
Wurzelmethode die Einwirkung von Nebenfaktoren bei Aufstellung 
des Versuchs iibersah, so geschah es ausschlieBlich aus Mangel an 
Kontrollversuchen, wahrend der Fehler in der letzten Methode von 
Potozky seinen Grund darin hat, daB die Autorin sich nicht die Miihe 
gab, die anatomischen und physiologischen Eigentiimlichkeiten des 
Pflanzenorganismus genau kennenzulernen, nicht verstand, sich auf- 
merksam, weder zur Auswahl des Versuchsmaterials, noch zur Versuchs- 
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anstellung selbst, zu verhalten und schlieBlich die gewonnenen Resultat: 
nicht genau wissenschaftlich zu bearbeiten vermochte oder wollte. 

In einer seiner letzten Arbeiten schreibt Salkind (13), daB di: 





















biologisch-cytologische Schule von Gurwitsch genétigt ist, Ausfliiy: at 
nicht nur in entfernte hochspezialisierte biologische Gebiete, wie Physio m 
logie, Mikrobiologie, Pathologie usw., zu machen, sondern auch in das A 
Bereich von Chemie und Physik. Weiterhin unterstreicht er, daB ihn M 
die Gefahren soleher Exkursionen wohl bekannt sind. v 
Die angefiihrte Methode von Potozky bestitigt diese Gefahren b 
aufs Beste. F 
Ein gewisser Dilettantismus auf wissenschaftlichen Nachbar h 
gebieten, in den einige Erforscher des Problems der mitogenetische1 a 
Strahlung verfallen, macht keinen streng wissenschaftlichen Eindruck 
daher ist es auch nicht zu verwundern, daB, wie Salkind sagt, einige k 
die mitogenetische Strahlung fiir ,,ein pures Phantasiegebilde“ halten ( 
e 
V. n 
Ich habe schon mehrfach darauf ningewiesen, daB es der kritiscl, / 
experimentellen Analyse biologischer Hauptmethoden vorbehalten : 
bleibt, das entscheidende Wort iiber das Bestehen einer mitogenetischen ‘ 
Strahlung zu sprechen. Es ist bemerkenswert, da auch Physiker, welch: ' 
\ 


an dem Problem der mitogenetischen Strahlung arbeiten, diese Ansicht 
teilen. So auBerten sich dariiber Friedrich und Schreiber im Jahre 1937 , 





folgendermaBen: ,,Selbst wenn auf physikalischem oder chemischen) 
Wege die Strahlenaussendung erhartet sein sollte, hatte dies fiir da- 

biologische Problem, wie auch schon von Gurwitsch ausdriicklich betont ’ 
wurde, nicht viel zu bedeuten. Es bliebe dann noch immer die Frag: 
offen, ob diese Strahlung auch wirklich die Fahigkeit besitzt, mito ( 
genetisch, d. h. mitosenerzeugend bzw. in weiterem Sinne wachstums 
anregend zu wirken. Aus diesem Grunde mu8 daher in der mitogeneti- 


schen Forschung unbedingt das Schwergewicht auf die biologischen 
Nachweismethoden gelegt werden (16).“ 

Viele Gelehrte sind dieser selben Ansicht, daher wurde auch fiir 
die Priifung biologischer Hauptmethoden von den Forschern sovic! 
Aufmerksamkeit, soviel Zeit und Kraft aufgewendet. 

Wir sind jedoch genétigt zuzugeben, daB bis auf den heutigen Tae 
keine positiven Resultate aufzuweisen sind; die Wurzelmethodik erwies 
sich zum Nachweis mitogenetischer Strahlung als vollkommen untaug 
lich | Moissejewa, 1929—1934 (17—20)], desgleichen auch die Methodik 
der fliissigen Hefe (7—8), ebenso erwecken Zweifel die Agar-Hefe 
methodik und die Bacterienmethode. Wie wir eben sahen, bezeugt auc!) 
die experimentelle Analyse einer so ,,exakten, chemischen, kolori- 
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metrischen‘* Methode, wie die von Potozky mit Schnitten von roter 
Riibe und Bliitenblattern, ihre véllige Unzulanglichkeit !. 

Von allen anderen Methoden kénnen wir keine einzige nennen, 
deren Tadellosigkeit anerkannt ware. Seit Bestehen des Problems der 
mitogenetischen Strahlung, also seit 15 Jahren, ist es trotz energischer 
Arbeit sehr vieler Forscher nicht gelungen, auch nur eine einzige 
Methode (physikalische oder biologische) auszuarbeiten, mit deren Hilfe 
man das Vorhandensein einer mitogenetischen Strahlung zweifellos 
beweisen kénnte. Bei Durchsicht einer jeden Methode stoBen wir auf 
Fehler, Versehen, Liicken und iibereilte SchluBfolgerungen. Uberall 
halt man die Einwirkung von auBeren Faktoren, welche die Versuchs- 
anstellung begleiten, fiir den mitogenetischen Effekt. 

Meiner Ansicht nach hat die Analyse der biologischen Methode ihre 
Rolle schon ausgespielt. In einer Reihe meiner Arbeiten sprach ich den 
Gedanken aus: ,,erst wenn alle Hauptmethoden sich als untauglich 
erwiesen haben werden, kann, meiner Meinung nach, das Problem der 
mitogenetischen Strahlung gelést werden.‘ Mir scheint es, daB diese 
Zeit nahe ist. Beharrlich werden schon Fragen laut, ob es der Miihe 
wert sei, noch weiterhin alle die neuen Methoden zu priifen, welche die 
Schule von Gurwitsch und andere Anhainger der mitogenetischen 
Strahlung fast laufend veréffentlichten, und ob es nicht an der Zeit 
wire, das Problem endgiiltig als in negativem Sinne gelést zu betrachten, 
da die Wurzel- und Hefemethode sowie andere physikalische und 
biologische Methoden sich als untauglich erwiesen haben. 

In letzter Zeit veréffentlichte die Schule von Gurwitsch eine Reihe 
von Arbeiten iiber ,,den Léscher der mitogenetischen Strahlung**. Wenn 
man der Hefekuliur eine unbedeutende Menge vom Auszug aus Geweben 
eines Krebskranken hinzugefiigt, so verringert sich die Anzahl der 
Zellen in dieser Kultur im Vergleich zu der Kontrolle schon nach 
30 Minuten. Die Zufiihrung von Gewebeauszug eines gesunden Orga- 
nismus hemmt die Vermehrung der Hefe nicht. Die Schule von Gur- 
witsch zieht daraus den vollkommen richtigen SchluB, daB im Blute 
eines Krebskranken irgendwelche unbekannten chemischen Stoffe ent- 
halten sind, welche die Vermehrung der Hefe hemmen und die im Blute 
eines gesunden Organismus nicht zu finden sind. Diese Tatsache ist in 
diagnostischer Beziehung héchst wichtig und interessant, und zwar 
noch in anderer Beziehung. Die Schule von Gurwitsch stellt ihre For- 
schungen iiber Fernwirkung der ,,mitogenetischen” Strahlung nicht 
ein. Diese Forschungen sind sehr schwierig und, wie wir schon gesehen 


1 Einige Versuche zur Priifung einer anderen ,,exakten‘‘ Methode von 
Potozky — der Methode mit Sporen von Penicillium ergaben gleichfalls 
keine positiven Resultate. 
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haben, grenzenlos reich an Irrtiimern und Mangeln. Die obenerwahnte1 
Arbeiten tiber den ,,Léscher™ zeiger jedoch, dab die Schule von Gi, 
witsch, wenn auch zégernd, zu den leichteren, und deshalb zuve1 
lassigeren Methoden tibergeht — zu den Methoden der Erforschung de: 
Finwirkung chemischer Stoffe auf Hefe bei unmittelbarem Kontakt 

Ich meine, daB die SchluBfolgerungen, die auf Grund dieser letzten 
Methoden in Zukunft zu erwarten sind, weniger vielversprechend unc 
aufsehenerregend sein werden, wie die Schliisse iiber das Problem de: 
mitogenetischen Strahlung, jedoch der Wirklichkeit mehr entsprechend 
sie werden sich daher als fruchtbringender erweisen und zweifellos in 
allernachster Zeit bei Erforschung der furchtbaren GeiBel der Menschheit . 
der Krebserkrankung, von grobem Nutzen sein. 
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Kiinstliche Kieme als Hilfsmittel zur Untersuchung 
der Permeabilitiit lebender Membranen. 


: Il. Mitteilung: 


Priifung der Vergiftungsgleichung ¢ (t —t,) — A an der Oxalsiiure- 
penetration durch die Cellophanmembran!. 
Von 
Eugen Macovski und Georgeta Stan. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Wissenschaftlichen Fakultat, 
Universitat Bukarest.) 
{Eingegangen am 2. Mérz 1942.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Vergiftungsgleichungen (1) und (2) wurden auf Grund des 
Diffusionsgesetzes von Fick abgeleitet, durch die an dem lebenden 
Kiemenepithelium der Fische ausgefiihrten Versuche bestatigt und 
zur Untersuchung der Permeabilitat lebender Membranen herangezogen. 


(¢ — €9) (T ~- To) ky, (1) 


(c—c¢o)t = kp. (2) 


Ferner ist es gelungen, die Richtigkeit dieser Gleichungen, sowie ihre 
Beziehungen zu dem genannten Diffusionsgesetz auch in vitro mit Hilfe 
der kiinstlichen Kieme zu beweisen!. 

Betrachtet man die beiden Gleichungen naher, so ergibt sich, dal 
die Vergiftungsgleichung (2) einen Sonderfall der Vergiftungsgleichung (1) 
darstellt. Wird namlich in der Gleichung (1) der Wert von tT, im Ver- 
haltnis zu den t-Werten so klein, daB er nicht mehr ins Gewicht fallt, 
dann entsteht aus (1) die Vergiftungsgleichung (2). In ahnlicher 
Weise |aBt sich aber aus der Beziehung (1) auch eine andere, bisher noch 
nicht in Betracht gezogene Gleichung (3) ableiten, wenn ¢y eine ver- 
haltnismaB'g kleine, neben den in der Gleichung (1) vorkommenden 
c-Werten zu vernachliassigende GréBe bedeutet. 


» 


c(t — To) = Ky. (3) 

Gleichung (3) ist eine Vergiftungsgleichung : Sie stellt die Beziehung 
zwischen der Giftkonzentration ¢ der Lésung, in welche man die Ver- 
suchstiere (z. B. Fische) einfiihrt, und der Vergiftungszeit 7 her, welche 
seit Versuchsbeginn bis zum Auftreten des zur Bestimmung der Ver- 
giftungszeit ausgewahlten Vergiftungssymptoms verstreicht. Sie kann 


1 T. Mitteilung: diese Zeitschr. 310, 255, 1942. 
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zugleich als eine besondere Form des Diffusionsgesetzes von Fick by 
trachtet werden, da die Forme] (1), woraus sie stammt, eine Ausdruck: 
weise des genannten Gesetzes ist. Daraus folgt, daB die Vergiftungs 
gleichung (3) nur dann gilt, wenn beim Experimentieren die der Gle: 
chung (1) entsprechenden Versuchsbedingungen erfiillt sind und wen) 
das verwendete Gift auf die Tiere erst in Konzentrationen wirkt, welc} 
die ,,maximal unwirksame Konzentration‘: cg weitgehend tiberschreiten 
Wiirden unter diesen Umstinden die Vergiftungssymptome gemiil 
Gleichung (3) auftreten, so wire dies ein Zeichen, daB das betreffend: 
Gift durch die lebende Kiemenmembran in den Kérper der Fisch 
nach dem Diffusionsgesetz von Fick eindringt. 

Die Bedingungen der Vergiftungsversuche, welche im Falle de: 
Vergiftungsgleichung (1) gelten und somit auch im Falle der Gleichung (3 
zu erfiillen sind, wurden bereits in der vorigen Mitteilung besproche: 
Sie kénnen wie folgt zusammengefaBt werden: Die Giftkonzentration . 
der Lésung, die mit der lebenden Membran in Berithrung kommt, mut: 
wahrend des Versuchs konstant bleiben. Dies laBt sich durch die Ve1 
wendung einer groBen Menge dauernd bewegter Lésung erreichen. 
An der inneren Flache der Membran, durch welche das Gift in den Tier 
kérper eindringt, muB die Konzentration des Giftes im Vergleich zu de: 
, duBeren‘: Giftkonzentration sehr schwach sein. Diese Bedingung is! 
z. B. beim Experimentieren mit den lebenden Kiemen der Fische ge 
wohnlich erfiillt. — Unter diesen Umstianden bleibt die Konzentrations. 
differenz des Giftes an den beiden Flachen der Membran konstant und 
ist gréBenmaBig der Giftkonzentration c der duBeren Lésung praktisch: 
gleichwertig. Werden dabei die Versuche mit lebenden Membranen von 
gleichen Dimensionen und Eigenschaften bei gleicher Temperatur 
ausgefiihrt, d. h. wird mit Tieren von gleicher Art, gleicher GréBe und 
womdglich gleichem Alter in geeigneten Thermostaten gearbeitet, so 
werden die Ergebnisse der Versuche mit der einfachen Form (4) 


s=k-ct (4) 


des Gesetzes von Fick im Einklang stehen, falls die Giftpenetration 
durch die Kiemen ein Diffusionsvorgang ist. In der obigen Formel (4) 
stellt s jene Giftmenge dar, welche wahrend der Zeitspanne ¢ aus der 
giftigen Lésung von der Konzentration ¢ in den Fischkérper eindringt 

Nun ist es im allgemeinen kaum méglich, die in den Korper der 
Fische eindringenden Substanzmengen s mit der nétigen Genauigkeit 
chemisch zu bestimmen. Deshalb nehmen wir an, daB unter den obigen 
Versuchsbedingungen und unabhangig von der Giftkonzentration der 
Lésung immer ein und dieselbe ,,physiologisch-wirksame*‘ Giftmenge A 
in den Kérper der Fische eindringen muB, um das Auftreten eines ge- 
wissen, zur Bestimmung der Vergiftungszeit geeigneten Vergiftungs- 
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symptoms zu bedingen. Diese Giftmenge A ist etwas kleiner als die 
vesamte Giftmenge s, die waihrend der Vergiftungszeit in die Fische 
eindringt, da die Entgiftungsvorgange verschiedener Natur, welche sich 
im Tierkérper abspielen, einen Teil des eindringenden Giftes unwirksam 
machen. Nur wenn die Starke dieser, den Wert der Konstante cy [vgl. 
Gleichung (1)] bestimmenden Entgiftungsvorgange viel zu schwach ist 
im Vergleich zu der ,,Giftkraft‘‘ der verwendeten Lésungen, wird die 
_.physiologisch-wirksame** Giftmenge A mit der ,,gesamten‘’ Menge s 
vleichwertig. In diesem Faile nimmt die Beziehung (4) die Form (5) an, 
wo Tt die ,,tatsichliche, zur Entstehung der Vergiftung notwendige 
Vergiftungszeit bedeutet. 

c-T = Const. (5) 


Die Vergiftungszeit 7 ist kiirzer als die ,,.beobachtete* Vergiftungs- 
zeit t. Es gibt eine Reihe praktisch konstanter Zeitfaktoren, die von 
der Natur des Vergiftungssymptoms, von der Geschwindigkeit der Blut- 
zirkulation, von der zwischen den Kiemen und dem Einwirkungsort des 
Giftes eingeschalteten Blutmenge usw. abhingen und deren Gesamt- 
wert tT) von den ,,beobachteten‘: Vergiftungszeiten 7t abzuziehen ist, 
um die ,,tatsachlichen* Vergiftungszeiten 7 zu ergeben. Auf Grund der 
Beziehung (6) entsteht aus der Formel (5) die Vergiftungsgleichung (7), 
die mit der Gleichung (3) identisch ist. 


T = t — %p, (6) 
c(t To) K,. (7) 


Daraus folgt, daB neben den obenerwahnten Versuchsbedingungen 
noch folgende Vergiftungsbedingung zu erfiillen ist: Man muB fiir die 
Versuche ein Gift gebrauchen, welches im Bereiche der verwendeten 
Konzentrationen auf die Tiere so , stark‘: wirkt, daB die Entgiftungs- 
vorgange eine ganz untergeordnete, der Beobachtung sich entziehende 
tolle spielen. Einem solchen Gift ist man in den bisher zur Untersuchung 
der Permeabilitét lebender Membranen ausgefiihrten Vergiftungs- 
versuchen noch nicht begegnet, so da es vorlaufig nicht méglich ist, an 
einem Beispiele die Anwendbarkeit der Gleichung (3, 7) auf die in vivo 
ausgefiihrten Versuche zu veranschaulichen. 

Die Richtigkeit der Vergiftungsgleichung (3,7), ihre Beziehung 
zu dem Diffusionsgesetz von Fick und ihre Anwendung zur Untersuchung 
der Permeabilitét der Membranen lassen sich aber in vitro mit Hilfe 
der kiinstlichen Kieme priifen. 

Man 1aBt durch die kiinstliche Kieme A (Abb. 1), deren Bau und 
Verwendung in der vorigen Mitteilung beschrieben sind, einen gleich- 
maBigen Strom destilliertes Wasser aus der Vorratsflasche F flieBen, 
taucht die Kieme in den Becher B ein, welcher die Lésung der zu unter- 
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suchenden Verbindung enthalt, und fangt die aus der Kieme tropfenc 
Fliissigkeit in dem GefaiB G auf, in welches vorher eine bestimmte Meng, 
einer mit der Verbindung @ maBanalytisch bestimmbaren Substanz 
eingefiihrt wurde. Die Lésung in dem Becher B stellt jene ,,giftig: 


Lésung dar, welche fiir die Vergiftungsversuche dienen soll. Ist dies 


Losung in gentigender Menge vorhanden, wird sie tiichtig und standiy 
verithrt (Motor R) und dauert der Versuch nicht zu lange, dann wird di: 


+- 
















































































pa ] Z NN c 2 




















Abb. 1. An der mit .,A‘ bezeichneten Stelle ist ein Stiick Kapillarglasrohr in den Kautschuk 
schlauch eingeschaltet. (Vgl. dazu auch 8S. 218.) 





Konzentration dieser ,,auBeren‘* Lésung durch die kleinen, die Kiemen- 
membran durehdringenden Mengen der Substanz @ nicht merklic! 
beeinfluBt. Der durch die Kieme gleichmaBig flieBende Wasserstrom) 
stellt das durch die Kiemen der Tiere stroémende Blut dar. Bei geeiv- 
neter Geschwindigkeit dieses Wasserstromes kann man an der ,,innere! 
Flache’’ der Kiemenmembran die Konzentration der Substanz a be- 
liebig schwach erhalten. Werden dabei die Versuche mit derselben 
kiinstlichen Kieme K bei konstanter Temperatur (Thermostat 7’) aus- 
gefiihrt, dann sind alle zur Priifung der Gleichung (3, 7) notwendige 
Bedingungen als erfiillt zu betrachten. 
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Es bleibt, die Umstande der ,,kiinstlichen Vergiftung’ derart zu 
wahlen, daB sie den Vergiftungsbedingungen in vivo méglichst ent- 
-prechen. Zu diesem Zweck werden die Versuche mit Lésungen von 
verschiedenen Konzentrationen ausgefiihrt und die aus der Kieme 
tropfende Fliissigkeit jeweils in den GefaiBben G aufgefangen, die alle 
dieselbe Menge der zu titrierenden Substanz 6 enthalten. Die Zeit, 
die von dem Eintauchen der Kieme in die Lésung bis zum Verbrauch 
der Substanz 6 in den GefaiBen | verstreicht, wird genau ermittelt. 
Diese Zeit stellt mit geniigender Annaiherung die ,,beobachtete’ kiinst- 
liche Vergiftungszeit 7 dar; erstens, weil wahrend dieser Zeit 7 in alle 
GefaBe G dieselbe Menge der Substanz @ gelangen muB, um das Auf- 
treten des kiinstlichen Vergiftungssymptoms, d.h. des Titrationsendes 
(z. B. an der Farbenanderung eines Indikators erkennbar), hervorrufen 
zu kénnen, und zweitens, weil man von jeder ,,beobachteten” Ver- 
viftungszeit 7 eine konstante Zeitspanne tT) abziehen muB, um die 
_.tatsichliche’*, die Dauer der eigentlichen Titration darstellende Ver- 
viftungszeit 7’ zu erhalten. Am Anfang des Versuchs flieBt ja ins GefaB G 
reines Wasser hinein und diese Zeitperiode tT) dauert so lange, bis die 
ganze Wassermenge, die in der Kieme vorhanden ist, durch die infolge 
der Diffusion entstehende Lésung ersetzt ist. Ubrigens entspricht diese 
Wassermenge jener Blutmenge, welche zwischen den Kiemen der Tiere 
und dem Einwirkungsorte des Giftes eingeschaltet ist. 

Will man unter Aufrechterhaltung obiger Versuchs- und Ver- 
viftungsbedingungen die Gleichung (3,7) priifen, so geniigt es, in der 


eben beschriebenen Weise die ,,Vergiftungszeiten’ 1,, T., ..., 7, fiir 
eine Reihe der ,,auBeren** Konzentrationen ¢,, Cs, ..., ¢, der Substanz a 


zu bestimmen und die erhaltenen Werte in die Vergiftungsgleichung (3, 7) 
einzufiihren. Stimmen die Ergebnisse der Versuche mit den Anforde- 
rungen dieser Gleichung tiberein, so ist dies ein Zeichen, dab die Ver- 
giftungsgleichung (3, 7) richtig ist. Gleichzeitig bedeutet dies, dal die 
betreffende Substanz die Kiemenmembran nach dem Gesetz von Fick 
durchdringt, da, wie erwahnt, die Vergiftungsgleichung (3, 7) eine be- 
sondere Form des genannten Gesetzes darstellt. 

Man kann auch in einer anderen Weise priifen, ob der untersuchte 
Penetrationsvorgang eine Diffusion ist. Dazu geniigt es, in den eben 
beschriebenen Versuchen nach jeder Bestimmung der ,,Vergiftungs- 
zeit’’ t die aus der Kieme tropfende Fliissigkeit in ein anderes, dieselbe 


Menge der Substanz 6 enthaltendes GefaB G zu leiten und die Dauer der 


entsprechenden Titration in iiblicher Weise zu bestimmen. Diese 
Titrationszeiten stellen die in der Diffusionsformel (4) vorhandenen 
Zeitraume ¢ dar. Wird somit die Titrationsdauer ¢,, f,, ..., ¢, fiir die 
, duBeren‘‘ Konzentrationen ¢,, ¢s, ..., ¢, ermittelt, dann kann man mit 
Hilfe der Diffusionsforme| v 

ct Ks (8) 
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(d. h. mittels der Formel (4), in welcher s in allen Versuchen denselbe: 
Wert hat] entscheiden, ob die betreffende Verbindung die Kieme: 





membran nach dem Diffusionsgesetze von Fick durchdringt. 

Aus den Gleichungen (9) 1laBt sich die Beziehung (10) ableite: 
und die Richtigkeit dieser Forme! (10) kann dann an Hand der Ver 
suchsergebnisse bestitigt werden. 


SF 


€ (T—To) 
K 

T ea t+ Tp. (10 
Ke 


Versuchsteil. 





Die Vergiftungsgleichung (3, 7) wurde an der Oxalsdéurepenetration 
durch die Cellophanmembran gepriift. Die kiinstliche Kieme und 
die Apparatur, welche fiir die Versuche verwendet wurden, sind in 
der vorigen Mitteilung eingehend beschrieben. An dieser Stelle sei nu 
erwahnt, daB ein nahtloser ,,Cellophan-Dialysierschlauch von der 
Firma ,,Kalle & Co. A.-G., Wiesbaden-Biebrich**, Kaliber 22 mm, als 
Kiemenmembran diente und da die Versuche mit Oxalsaéure pro 
analysi Merck ausgefiithrt wurden. Die Bestimmung der die Kiemen. 
membran durchdringenden Oxalsiure erfolgte mittels Kaliumperman- 
ganat in schwefelsaurer Lésung. 


Fiir jeden Versuch gieBt man 2400 ccm Oxalsaéurelésung von der an 
nihernd gewiinschten Konzentration in den Becher B und bringt sie unte: 
standigem, starkem Riihren (Motor R) auf die Versuchstemperatw 
(20,0° + 0,19). — Inzwischen wird der Scheidetrichter der Vorratsflasche F 
mit destilliertem Wasser gefiillt, der Wasserspiegel in der Flasche F auf die 
nétige Héhe gebracht (i. u. V.: A = 35,7 em, vgl. Abb. 1)! und das Wasser 
darch die im Zylinder Z sich befindliche Kieme flieBen gelassen. Dann gibt 
man in eine Reihe der Erlenmeyer-Kolben G je 3,00 ccm einer etwa n,1t) 
Kaliumpermanganatlésung (i. u. V. entsprach 1,00 cem Kaliumpermanganat 
lésung 0,004412 g Oxalséure). — Nachdem sich in der Apparatur die ge- 
wiinschte Temperatur eingestellt hat, wird ein kleiner MeBzylinder unte1 
das AusfluBrohr der Kieme gebracht und die Zeit in Sekunden ermittelt, 
welche zum AusflieBen von 10,0 cem Wasser notwendig ist (i. u. V. war die 
mittlere Geschwindigkeit des Wasserstromes 10,0 ccm in 93,1 Sekunden). 
Jetzt gibt man in eines der vorbereiteten GefaBe G 10 bis 30 cem wiasserige) 
Schwefelsiure (300 ccm Schwefelsiure, d = 1,84, und 600 cem Wasser 
hinzu und fiihrt dann die kiinstliche Kieme aus dem Zylinder Z in den 
Becher B iiber. Die Zeit, wann die Kieme in die Versuchslésung getaucht 
wird, ist genau festzuhalten, da sie den Beginn des eigentlichen Versuchs 
darstellt. 

Wahrend des Eintauchens der Kieme in die Oxalsaurelésung lést man 
die Stoppuhr und beginnt sogleich das aus der Kieme flieBende Wassei 


1 i.u. V. bedeutet: in unseren Versuchen. 
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n dem GefaB G aufzufangen. Bis das Kaliumpermanganat entfarbt wird, 
hat man genug Zeit, um aus dem Becher B 50,0 cem Oxalsaure zu ent- 
nehmen, d. h. die Menge, welche zur genauen Bestimmung der Oxalsaure- 
konzentration gebraucht wird. Sobald das Ende der Titration erreicht ist. 
halt man, ohne den Versuch zu unterbrechen, die Stoppuhr an und notiert 
die Dauer der Titration, welche hier die in der Vergiftungsgleichung (3, 7) 
enthaltene ,,Vergiftungszeit** 7 darstellt. 


Jetzt gibt man in einen anderen mit 3,00 ccm Kaliumpermanganat 
beschickten Kolben G die nétige Menge wiasseriger Schwefelsaure und er- 
mittelt von neuem die Dauer der Titration, welche diesmal das ¢ in der 
Diffusionsformel (8) darstellt. Auch hier muB man sich die Zeit des Ti- 
trationsbeginns notieren. Nachdem diese Titration einige Male wiederholt 
wurde, werden 50,0 cem Oxalsiurelésung zur Bestimmung der Endkonzen- 
tration dem Becher B entnommen. Die Zeit (Stunde und Minute) des Ent - 
nehmens ist genau festzuhalten, da sie das Ende des Versuchs darstellt. 

SchlieBlich wird die Geschwindigkeit des durch die Kieme flieBenden 
Wasserstromes nochmals ermittelt, die Kieme in den Zylinder Z iiber- 
gefiihrt und die Menge der im Becher B verbliebenen Oxalsiurelésung 
gemessen, Solange die Kieme unbeschadigt ist, findet man im Becher B 
2292 bis 2298 ccm Lésung wieder. Dann wird die Konzentration der Oxal- 
sdure in den dem Becher B entnommenen Proben bestimmt, wobei man wie 
bei der Bestimmung der Vergiftungszeit zu verfahren hat: es wird eine 
gewisse Menge Kaliumpermanganatlésung in Gegenwart von wisseriger 
Schwefelsiure mit den Oxalséiureproben titriert. Inzwischen laBt man 
durch die Kieme langere Zeit destilliertes Wasser flieBen und wechselt 
das Wasser in dem Zylinder Z drei- bis viermal, um die Kieme von der 
Oxalsiure zu befreien und fiir den naichsten Versuch vorzubereiten. 

Tabelle [ stellt als Beispiel das Protokoll von Versuch Nr. 32 dar. 

In ahnlicher Weise wurde eine Reihe von Versuchen mit Oxalsaure- 
lésungen verschiedener Konzentration (n/5 bis n 40) ausgefiihrt, deren 
Ergebnisse in der Tabelle [IL zusammengestellt sind. 

Auf Grund der erhaltenen Zahlen kann man die Anwendbarkeit 
der Vergiftungsgleichung (3,7) und der Diffusionsformel (8) auf die 
Ergebnisse der Versuche priifen. Zu diesem Zweck werden die auf die 
mittlere AusfluBzeit von 93,1 Sekunden umgerechneten ,,Vergiftungs- 
zeiten** t und die ,,Titrationsdauer* ¢ (Tabelle II, Spalten 10 und 14), 
sowie die entsprechenden ,,Giftkonzentrationen” (Oxalsiurekonzen- 
trationen) ¢ (Spalten 12 und 16) der Tabelle [LL entnommen, die in Se- 
kunden angegebenen Zeitspannen in Minuten verwandelt (Tabellen LILI 
und VL) und die Konstanten der Gleichungen (3, 7) und (8) unter An- 
wendung der Methode der kleinsten Quadrate berechnet. Sind die 
.,.plausibelsten*‘ Werte dieser Konstanten einmal bekannt, dann ist es 
méglich, die Werte von 7 und ¢ fiir alle verwendeten Oxalsiurekonzen- 
trationen an Hand der genannten Formeltn (3, 7) bzw. (8) zu ermitteln 
und mit den experimentell gefundenen t- und ¢-Werten zu vergleichen. 
Dieser Vergleich laBt entscheiden, ob die betreffenden Gleichungen mit 


den Ergebnissen der Versuche tibereinstimmen. 


15* 
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Tabelle I. 


Versuch Nr. 32 vom 21. Dezember 1940. 


Annihernde Konzentration der Oxalsaéure in der Versuchslésung: n/2\ 








Vor dem Versuch Nach dem Versuch 
Kinzel- Mittel- Einzel- Mittel- | Mitt 
bestimmungen wert bestimmungen wert 


AusfluBzeit von 10,0 cem 

Wasser aus der Kieme | 92,8 ; 93,2; 93,7 93,2 90,7: 90,8; 90,8 90,8 | 92,0 
in Sekunden , 

Titration der Versuchs- 

lésung: 3,00 cem 

KMn0O, 0,013 23 g 

Oxalsaure verbrauchen 

ecm Veisuchslésung 


| 6,140; 6,210; 


6,380; 6,400; 2 ag: 
| 6,220 6,393 


6,190 6,400 


Reagenzien in den TitrationsgefaBen G. 





Nr. Reagens Mengi 


1 KMn0O,, lcem = 0,004 412g Oxalsdure ................ 3,0 cen 
2 H,SO,, 200 com H, 80, (d = 1,84) + 600 ccm dest. Wasser | 10,0 


Menge der Versuchslésung und Dauer des Versuches. 








Versuchslésung Menge Zeit des Versuches er 

WOE GON VOM ee ie gtese seep he 2400,0 com Beginn: 94 43 = 

Zu Beginn um 9" 30’ zur Analyse entnommen 50,0 ,, | Ende: 11550 © 

Am Ende um 11" 50’ zur Analyse entnommen 50,0 ,,  Dauer: 7620 2 

Ce ON WON 85 5 ce Ss FORE eee ee 22980 _ ,, - 
Titration I Il Ill IV ¥ VI Vil 


{Zu Beginn 19,95° | 20,00° 20,00° 20,009 20,009 20,00° 20,05 
{Am Ende 20,00° | 20,00° 20,00° 19,95° 20,00° 20,00° 20,00' 


Beginn der Titration 9b 43’ | 9b 59’ | 10h 11’ 10h 24’ 10h 49" 11613" 11h 25 


Zeitpunkt der Titration | 
(seit dem Beginn des 0 16’ 28’ 41’ 66’ 90’ 102 


Temperatur 


Versuches) 
Art der Vergiftungszeit v t t t t t t 
Dauer der Titration \ 990 | 656 659 662 667 672 676 


in Sekunden 


Die Berechnung der Konstanten in der Vergiftungsgleichung (3, 7 
erfolgt genau wie bei der Vergiftungsgleichung (1)1, nur mu man in den 
betreffenden Formeln c,, und de,, gleich Null setzen. Somit werden 


! Vgl. diese Zeitschr. 310, 313, 1942. — Die Diffusionsformel (8) wurde 
bereits in der vorigen Mitteilung behandelt. 
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zur Ermittlung der ,.Naherungswerte’* von t), und K [{Formeln (1] 
und (12)| 


C1 Ty, Co Ts 


> 
To ; (11 
Ti T2 


=  €1Cg(T2— 7) 
K (12 
Cy C9 
zwei beliebige, weiter auseinanderliegende Wertepaare ¢,7, und c.7 
verwendet: die v;-Gleichungen nehmen die Form (13) an: 
a,OK + b,dt)9 + 1, = 0;; (13 

den Normalgleichungen und der fiir die Kontrolle von [vv] gebildeten 
Gleichung kommt die Form (14) bzw. (15) zu: 


[aa] dK + [ab] dt) + [al] = 0, ) 


[ab] OK + [bb] dt, + fol] ~0, | o 
fal] 6K + [bl] dt. + [ll] = [vr], (15) 
] , Nao ne a ; 
worin a, = — und b; = 1 ist; die Koeffizienten der Normalgleichungen 
Cj 
werden durch die Beziehungen (16) kontrolliert: 
faa] + [ab] + [al] = [as], 
[ab| + [bb] + [60] = [bs], (16) 
[al] + [bl] + [U0] = [ls], 
worin s; = a; + b, + 1, ist, und die tibrigbleibenden Fehler v; werden 
nach der Formel (17) ermittelt: 
K = 
v; ee T To T; . (1 4) 


Uy 


Priifung der Vergiftungsgleichung (3.7): ¢(t — ™) = Aj. 
Die Ergebnisse der Versuche sind in der Tabelle III wiedergegeben 
(vgl. Tabelle IL, Spalten 10 und 12). Zur Berechnung der Naherungs. 


werte von T) und K, nach den Formeln (11) und (12) wurden die Zahlen 
des zweiten und des sechsten Versuchs verwendet. Man _ erhilt 


T = + 2,99 und K, = + 23,73. Die Berechnung der Korrekturen 
dt) und dK, sowie der Summe der Fehlerquadrate [vv] fiihrt zu 
dT = — 0,049, OK, = — 0,084 und [rr] = + 0,119, so dab 
T = + 2,941 und K, = + 23,646 ist. Werden diese Werte in 


Gleichung (17) eingefiihrt, so lassen sich die tibrigbleibenden Fehler + 
ermitteln (Tabelle IV), deren Quadrate die Summe + 0,119 ergeben 
Dieser Wert stimmt mit dem durch den Ausgleich erhaltenen Wert 
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Tabelle III. Tabelle IV. Tabelle V. 
c T - . is . T Tt 
——— g/Liter Min. on ™ an Min. den 
g’ Liter gef. ber. 

1 7,93 6,10 1 - 0,177 16 hei ‘ 7 

2 5,99 6,95 2 0,061 42 1 | 793 6,10) 5,92 
3 | 4,18 8,57 3 + 0,027 94 2 599 6,95 6,89 
4 3,17 10,30 4 + 0,100 31 3 4,18 8,57 8,60 
5 | 213 | 13,83 5 + 0,212 41 4 3,17 10,30 10,40 
6 1,44 19,47 6 0,108 17 5 2,13 13,83 14,04 
7 141 19,62 7 + 0,091 21 6 1,44 19,47 19,36 
8 0,914 28,90 8 0,088 10 7 14t 19,62 19,71 


8 0,914 28,90 28,81 
[rv] 0,119 F 


+ 0,119 iiberein, woraus folgt, da} ein einziger Ausgleich geniigt, um 
durch die Korrektur der ,,Naherungswerte“ die plausibelsten Werte 
von tT, und K, zu erhalten. 


Der mittlere Fehler einer Gleichung mu ist + 0,1409. Abnorm grobe 
Fehler kommen also nicht vor, da alle in der Tabelle LV vorhandenen 
v,-Werte innerhalb der Grenze 2 4 = + 0,2818 liegen. Das Vor- 
handensein systematischer Fehler ist kaum anzunehmen, da die Fehler- 
verteilung eine zufallige zu sein scheint. In der Tat ist die Vorzeichen- 
summe gleich Null, d.h. sie liegt innerhalb der Grenzen )8 2 83. 

2 [ve] 
L(e; ai 1)? 
1 reek 
der mittleren Fehlergrenze 1 + —, d.h. 1 + 0,354. — Die Genauigkeit 


V8 


der nach dem Ausgleich erhaltenen Vergiftungskonstanten wurde nach 


und nach dem Kriterium von Abbe 1.113 innerhalb 


u 

fe ==ermittelt, wo p, fiir dt, gleich 2,410 und p, fiir 6K, gleich 
Px 

0.784 ist. Man bekommt 


T = + 2,94 0,09 und K, L 23-65 + 0,16. 
Werden diese Werte in Gleichung (18) 
K, 
Tt eae aT (18) 
c 
{eine andere Form der Vergiftungsgleichung (3, 7)] eingesetzt, so lassen 
sich fiir alle verwendeten Oxalsiurekonzentrationen die entsprechenden 
Vergiftungszeiten rechnerisch ermitteln (Tabelle V). Da die berechneten 
t Werte mit den experimentell gefundenen iibereinstimmen, steht die 
Vergiftungsgleichung (3,7) mit den Ergebnissen der Versuche im Ein- 
klang. Dies tritt in der graphischen Darstellung (Abb. 2) besonders 
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deutlich hervor, wo die nach Gleichung (18) berechnete Anderung < 
t-Werte in Abhangigkeit von der Oxalsiurekonzentration durch « 
Kurve | wiedergegeben ist, wahrend die kleinen Kreise die beobachtet: 
t-Werte darstellen. 


Priifung der Diffusionsformel (8): 


‘ae Sees eae Ma ct = Ky. 


| Die Ergebnisse der Versuch 
| sind in Tabelle VI (vgl. Tabelle I 
|  Spalten 14 und 16) wiedergegeben 
+ tomer %°4%2G09 | Der Naherungswert von Ky, aut 
A= 25652416 | Grund des dritten Versuch. 
tune? A-c4%24%3 | nach Formel (8) berechnet, ist 
| 1 Ky, = + 23,6856. Durch den Aus 
| 





plausibelste Wert von Ky gleich 
+. 23,737 ist. Die iibrigbleibenden 
Fehler, nach (19) 


See 4 


& 














8 4 { a ss - 19 
Beye A Ce Tj ( 
7 

; ies berechnet (Tabelle VII), ergeben 

4, ARS RAE SEER ™—.2 | fiir die Summe der Fehlerquadrate 
| | denselben Wert + 0,310 wie di: 

a ? ae, j #  Ausgleichsrechnung. Dies bedeu 

ence VY tet, daB ein einziger Ausgleich ve 

Abb. 2. niigt, um den wahrscheinlichsten 

Wert von Ky, zu erhalten. 

Der mittlere Fehler einer Gleichung ist uw = +- 0,2104. Abnorm 
groBbe Fehler kommen nicht vor, da alle in der Tabelle VII vorhandenen 
v,-Werte innerhalb der Grenzen 2 4 = — 0,421 liegen. Die Fehler 

Tabelle VI. Tabelle VIL. Tabelle VIII. 
vers . ‘ Je . v; Ver- ¢ 2 ; 
Versuch g/Liter Min. Versuch i aaah ae = = 

1 7,92 3,17 1 0,172 90 1 | 7,92 8,17 | 3,00 
2 5,98 4,12 2 0,150 60 2 | 6,98 4,12! 3,97 
3 4,17 5,68 3 + 0,012 33 8 | 4,17 5,68 | 5,69 
4 3,16 7,62 4 — 0,108 29 4 3,16 7,62 | 7,51 
5 2,13 11,07 5 +. 0,074 13 6 | 2,13 | 11,07 | 11,14 
6 1,43 16,87 6 — 0,270 70 6 1,43 16,87 16,60 
7 1,40 16,55 7 + 0,405 00 7 1,40 | 16,55 | 16,96 
8 0,905 26,28 8 0,051 27 8 0,905 26,28 26,23 


[vv] = 0,310 


gleich erhalt man OKs = + 0,0515 
und [vv] = + 0,310, so daB der 
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verteilung scheint zufallig zu sein, da die Vorzeichensumme gleich 2 ist, 


d.h. innerhalb der Grenzen ¥8 2.83, und nach dem Kriterium 
2 [vr] 


von Abbe = 
(%— % +1) 


0,722 innerhalb der mittleren Fehlergrenze 
l 
l8 
kaum vor. 


= 1 + 0,354 liegt. Systematische Fehler kommen also 


Die Genauigkeit «,, mit welcher der plausibelste Wert von K, 


. . . . fa y 
bestimmt ist, ergibt sich aus 44, =, Wo p, den Wert 2,641 hat. Man 
Pr 
erhalt somit: Ko |- 23,737 +- 0,130. Werden jetzt die t-Werte 
fiir alle verwendeten Oxalsiurekonzentrationen nach Formel (20) 
Ke 
t aes (20) 
. 


(eine andere Form der Gleichung (8)] berechnet, so stimmen sie mit den 
experimentell gefundenen Werten befriedigend iiberein (Tabelle VIIL, 
Abb. 2, Kurve 2). Dies bedeutet, daB die Ergebnisse unserer Versuche 
mit der Diffusionsformel (8) im Einklang stehen, d.h. daB die Pene- 
tration der Oxalsiure durch die Cellophanmembran ein nach dem 
Diffusionsgesetz von Fick erfolgender Vorgang ist. 


K, 


Priifung der 7, ¢-Beziehung (10): «= K t + 


Man fiihrt in die Forme] (10) die eben ermittelten Werte der Kon- 
stanten K, = + 23.74, K, = + 23,65 und fT, +294 ein und 
berechnet fiir alle experimentell bestimmten Werte von ¢ (der Tabelle VI 
entnommen) die entsprechenden t-Werte (Tabelle LX). Es geniigt, 


Tabelle IX. 








t T T t T 7 
Vers Min. Min. Min. feranc Min. Min. Min. 
ereuch gef. beobachtet nach (10) Versuch gef. beobachtet nach (10) 

(Tabelle VI) (Tabelle III) ber. (Tabelle VI) (Tabelle ILI) ber. 

1 3,17 6,10 6,10 5 11,07 13,83 13,97 

2 4,12 6,95 7,04 6 16,87 19,47 19,75 

3 5,68 8,57 8,60 7 16,55 19,62 19,43 

4 7,62 10,30 10,53 8 26,28 28,90 29,12 


diese berechneten t-Werte mit den experimentell gefundenen Werten 
von Tt zu vergleichen, um zu ersehen, daB die Beziehung (10) richtig ist. 
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Dies ist ein weiterer Beweis, daB die Vergiftungsgleichung (3, 7) ein 
besondere Form des Diffusionsgesetzes von Fick ist. 


Zusammenfassung. 


Mittels Oxalsiurepenetration durch die Cellophanmembran de: 
kiinst lichen Kieme ist es gelungen, die Giiltigkeit der Vergiftungsgleichuny 
c(t — Tt) = K und des Diffusionsgesetzes von Fick an ein und dem 


selben Penetrationsvorgang zu beweisen. Somit wurde die nahe Be 
ziehung, welche zwischen dieser Gleichung und dem Gesetz von Fic/ 
besteht, experimentell bestatigt und die betreffende Vergiftungs 
gleichung konnte zur Untersuchung der Permeabilitat der Membran 


herangezogen werden. 
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ber die Reaktion zwischen Chromsalzen 
und Eiweiikérpern’. 
Von 
A. Kiintzel und Th. Dréseher. 


( 


(Aus dem Institut fiir Gerbereichemie der Technischen Hochschule, 
Darmstadt.) 


(Eingegangen am 9, Mérz 1942.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Die vorliegende Untersuchung schlieBt an unsere Arbeit tiber die 
bei der Biuretreaktion auftretenden farbigen Kupferkomplexe mit 
EKiweiBk6rpern an (1). Wir konnten dort zeigen, da} die Verschiedenheit 
der Farbt6nungen bei der Biuretreaktion auf die Anwesenheit zweier 
Gruppen in den EiweiBk6rpern zuriickzufiihren ist : die charakteristische 
rote Biuretfarbe wird durch das Zusammenwirken zweier Peptidgruppen 
mit einem Kupferatom bei alkalischer Reaktion hervorgerufen ; daneben 
konnen freie Aminogruppen Kupfer in Form von (blauen) Amino- 
komplexen stabilisieren. Die Anderungen der Farbnuancen bei der 
Biuretreaktion in Abhangigkeit von dem Verhaltnis Cu zu komplex- 
bildendem Stickstoff bzw. vom Abbaugrad des angewandten Eiweil- 
kérpers sind im wesentlichen durch das gleichzeitige Auftreten beider 
Komplextypen bedingt. 

Wir stellten uns die Frage, ob und wieweit analoge Verhaltnisse 
bei der Reaktion zwischen Chromsalzen und Eiweibkérpern vorliegen. 
Diese Frage war durch zwei sich widersprechende Meinungen auf- 
geworfen worden: K. H. Gustavson (2) glaubte auf Grund verschiedener 
Beobachtungen der Peptidgruppe bei der Chromgerbung eine Rolle als 
Bindegruppe des EiweiBkérpers fiir das gerbende Chromsalz zu- 
sprechen zu sollen; andererseits fanden Jesserer und Lieben (3), dab 
Casein mit Chromsalzen unter den Bedingungen der Biuretreaktion 
keine Verbindung eingeht. Nun wird zwar die Chromgerbung nicht 
unter den Bedingungen der Biuretreaktion vorgenommen, doch sollte 
eine Mitwirkung der Peptidgruppe bei der Chromgerbung einen positiven 
Ausfall einer Chrom-Biuretreaktion bedingen. Insofern stehen die 
beiden angefiihrten Meinungen im Widerspruch. 


* — Si. 














A. Kiintzel u. Th. Dréscher: 

1. Wir untersuchten zuerst die Méglichkeit einer Biuretreakt i: 
unter Verwendung von Chrom als farbbildendem Komplexmetall. 

Wenn man zu einer alkalischen EiweiBlésung Kupferhydrox, (| 
zugibt, so lést sich Cu(OH). nach einiger Zeit, wobei die charakteris: 
sche Biuretfarbe entsteht. Gibt man hingegen Chromhydroxyd 
einer alkalischen EiweiSlésung, so erfolgt keine Auflésung der Hydroxy. 
fallung; ein wieder-in-Lésung-Bringen von Chromhydroxyd durc|) 
Anbieten eines Komplexbildners ist weder bei Glykokoll noch mii 
anderen komplexaktiven Koérpern méglich. Desgleichen scheidet dic 
bei Kupfer so bequem anzuwendende Methode aus, die in einer Zugal 
von Kupfersalz zur EiweiBlésung und nachtraglichem Zufiigen von 
Alkali besteht, da hierbei entweder Chromhydroxyd ausfallt und nicl: 
mehr in Lésung geht oder bei geniigend groBem EiweiBiiberschu8 mit 
diesem eine alkali-stabile Verbindung eingeht, welche nicht der Biuret 
verbindung entspricht, sondern dem anderen Verbindungst yp angehér' 
(vgl. Abschnitt 3). Die einzige Méglichkeit, eine biuretahnliche Kem 
plexverbindung des Chroms mit EiweiB zu erhalten, besteht darin, dai; 
man von vornherein eine sehr stark alkalische Chromitlésung anwendet 
Man erhalt jedoch in diesem Falle nur dann eine durch Farbanderung 
erkennbare Komplexverbindung, wenn man unabgebaute oder schwac)h: 
abgebaute Gelatine verwendet; mit Glykokoll oder einem vol! 
kommen abgebauten EiweiBhydrolysat erfolgt hingegen keine Kom 
plexbildung. 

Die Farbe des Chrompeptidkomplexes ist violett und sehr leicht 
von der griinen Chromitfarbe der Ausgangslésung zu unterscheiden. 
Dieser Komplex ist nur in Gegenwart von soviel Alkali, als zur Lésuny 
des Chromhydroxyds zu Chromit erforderlich ist, bestaéndig. Jesser¢, 
und Lieben dialysierten 11 Tage lang eine Lésung von Chromit plus 
Casein gegen 3°%ige Natronlauge, wobei sich alles Chrom als griines 
Chromhydroxyd abschied. Sie kamen deshalb zu der SchluBfolgerung 
daB8 Chrom mit alkalischen EiweiBlésungen keine Verbindung eingeht 
Diese Angabe ist also zu korrigieren. 

Auch mit Biuret erhalt man eine Chromkomplexbildung in stark 
alkalischer Lésung, wobei eine Verschiebung der hellgriinen Chromit 
farbe nach Blaugriin eintritt. Voraussetzung fiir die Chromit-Biuret 
reaktion mit Biuret ist die Verwendung einer hochkonzentrierten 
Biuretlésung von geniigendem Alkaligehalt. 


Abgesehen von der Farbanderung aufert sich die Komplexaktivitat 
des Biurets und der Peptide in einer Stabilisierung der alkalischen 
Chrom-EiweiBlésung gegeniiber Erhitzen; eine unstabilisierte Chromit - 
lésung oder eine mit abiuretem Eiweibhydrolysat versetzte Chromit- 
lésung scheidet beim Erhitzen Chromhydroxyd aus. 
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Reaktion zwischen Chromsalzen und EKiweibkérpern. 224 
Der Chrompeptidkomplex ware in Analogie zu dem Kupferpeptid- 
komplex folgendermaBen zu formulieren : 


” 


y, 


N N OHC 


R C—O OH 


¢ Cr: a Nay oder C Cr C Na’ 
H N OH H N QO-C Rk 
C C OH x 


Mit Chrom bilden sich in stark alkalischem Gebiet demnach nur 
Peptidkomplexe, waihrend Komplexe, in denen die Aminogruppen der 
Proteine oder Aminoséuren als Liganden vorliegen, bei der Alkalitat 
der Biuretprobe offenbar nicht existenzfahig sind. Die Problematik 
des Farbwechsels, der fiir die Cu-Biuretreaktion so charakteristisch und 
zugleich schwer zu durchschauen ist, tritt also bei Chrom nicht auf. 

2. Eine Biuretreaktion mit Chromsalzen ist, wie gezeigt wurde, 
méglich, aber wegen der Unstabilitat der entstehenden Komplex- 
verbindung mit Peptidgruppen beim Verdiinnen nicht als Grundlage 
fir eine Beurteilung des Abbaugrades von EiweiBhydrolysaten emp- 
fehlenswert. Aus dem gleichen Grund ist die Annahme von Gustavson, 
daB unter den py-Bedingungen der Chromgerbung eine Beteiligung der 
Peptidgruppen an der Chrombindung zustandekommt, abzulehnen. 

Hingegen weist der andere Typus der Metallkomplexverbindung 
mit EiweiB bei Chrom eine um so gréBere Stabilitat auf. Dieser andere 
Typus leitet sich von dem bekannten Kupferglykokollsalz von Ley 

NH,—CH, 
Cr | 
O CO /s; 
ab (4). 

Es soll nun gezeigt werden, daB diese Art der Komplexsalzbildung 
im Falle des Chroms insofern zu einer Beurteilung des Abbaugrades 
von Eiweif herangezogen werden kann, als mit zunehmendem Abbau- 
grad in EiweiBkérpern die Zahl der freien Amino- und Carboxylgruppen 
zunimmt und infolgedessen die Méglichkeit zur Ausbildung von Kom- 
plexverbindungen des Glykokollsalztypus ansteigt. Damit andert sich 
auch die Farbe der EiweiBchromsalzlésung. 

Zu unseren Versuchen verwendeten wir eine ahnliche Abbaureihe der 
Gelatine, wie bei den Messungen der Biuretfarben mit Kupfer, d. h. teils 
bei neutraler Reaktion im Autoklaven desaggregierte Gelatine, teils mit 
n/2 Schwefelséure durch Sieden bzw. Autoklavenerhitzung auf 180° hydro- 
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lysierte Gelatine, Die von Saure befreiten Lésungen wurden mit Chiro 


nitrat im Verhaltnis Cr: N 1: 10 versetzt und in einer Konzentrati: 
von 0,3°, Cr im Stufenphotometer auf Lichtabsorption bet verschieden: 
Spektralbereichen untersucht. 

Die Ergebnisse zeigt Abb. 1. Die Zahlen der Kurven beziehen sic! 
auf die Gelatinelédsungen der Tabelle LV einer friiheren Mittei'ung (1, 
Die Aufeinanderfolge der Kurven zeigt eine viel gréBere Regelmabiy 
keit als im Falle der Biuretreaktion mit Kupfersalz, vgl. Abb. 11 bis 13 
der erwaihnten Veréffentlichung (1). Sie spricht dafiir, da8 immer miu 
ein Typus von aktiven Gruppen be 
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ram °6 der Reaktion mit Chrom beteiligt ist 
i BR te a At fain Ys BS und zwar handelt es sich um die Car} 
20\ joa f oxyl- und Aminogruppen, die auch 
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r lating misches Gelatine-Chrom, sofern man 
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Abb. 1 fiir ein gleiches Verhaltnis von Chrom 


zu reagierenden Gruppen Sorge tragt 
Bei hohem Abbaugrad und geniigender EiweiBkonzentration hat dic 
Chromlésung — nachdem die Komplexbildung durch kurzes Erhitzen 


herbeigefiihrt worden ist — eine prachtvolle tiefdunkelrote Farbe. 


Diese Messungen zeigen, dafi mit Chrom eine Farbreaktion de: 
EiweiBkérper méglich ist, welche nicht nur qualitativ, sondern soga: 
quantitativ vom Abbau des Eiweibkérpers abhangig ist. Allerdings 
leistet diese Methode nicht mehr als eine chemische Abbaugrad 
bestimmung, z. B. mit Hilfe der van Slyke-Methcde. 


Ein wichtigeres Ergebnis dieser Untersuchung ist jedoch das folgende 
diejenigen Gruppen, welche in der unabgebauten Gelatine Trager de! 
Reaktion mit Chrom sind, miissen die gleichen sein, wie die Gruppen. 
die beim Abbau der Gelatine freigelegt werden, da im Gegensatz zu 
den Farbmessungen des Systems Kupfer-EiweiB-Alkali der Typus de! 
Kurve bei fortschreitendem Abbau ungeandert bleibt. Damit ist di: 
Annahme von Gustavson, daB die Peptidgruppen an der Chromgerbuny 
Anteil nehmen, ebenfalis widerlegt. 


3. Gegen die Beweisfiihrung einer Nichtbeteiligung der Peptid 
gruppe an der ChromeiweiBbindung bei der Chromgerbung kann de! 
Einwand gemacht werden, daf vielleicht in bestimmten py-Bereichen 
eine Aktivierung und komplexe Bindung beider Gruppen, der Peptid- 
gruppe und des im Glykokollchromsalz verankerten Paares polare1 
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Gruppen vorliegt. Dieser py-Bereich kénnte nur ein alkalischer sein, 
da, wie gezeigt wurde, die Peptidgruppe nur in stark alkalischer 
Losung zu einer Komplexsalzbildung mit dem Chrom aktiviert werden 
kann. 


Hier zeigt wieder der Vergleich der Farben der Systeme Eiweil- 
Kupfer und EiweiB-Chrom, da eine Komplexumwandlung beim 
Alkalischmachen einer neutralen Eiweifmetallsalzlésung nur im Falle 
des Kupfers, nicht aber beim Chrom erfolgt. Beim Kupfer entsteht 
iiberhaupt erst die Biuretfarbe durch Alkalischmachen der Kupfer- 
eiweiBlésung ; im neutralen Gebiet ist die Farbe der Lésung griin| Extink- 
tionsmaximum bei 650, vgl. Abb. 1 in (1)|, im alkalischen Gebiet 
rotviolett {Extinktionsmaximum bei 550, vgl. Abb. 5 in (1)]. Diese 
Farbanderung beruht darauf, daB die Kupferatome im alkalischen 
Gebiet die Peptidgruppen als Liganden bevorzugen, wahrend Amino- 
komplexe nur so weit bestehen bleiben, als die Peptidgruppen zur 
Absattigung nicht ausreichen. Die Chromgelatine zeigt hingegen bei 
Alkalizugabe keine Farbanderung: der einmal gebildete glykokoll- 
salzihnliche Komplex des Chroms ist so stabil, daB er auch beim Kochen 
in Alkali nicht zerstért wird. Das gilt jedoch nur mit der Einschrankung, 
daB die Chromatome durch die Carboxyl- bzw. Aminogruppen des 
EKiweiBkoérpers abgesattigt sind. Damit diese Forderung erfillt wird, 
mu der EiweiBkérper etwas hydrolytisch abgebaut sein. 


LaBt man hingegen auf das Gemisch unabgebauter Gelatine mit 
Chromsalz Alkali einwirken, so findet eine Komplexzerstérung statt. 
Das gleiche gilt fiir das technische Chromleder, welches durch Atkali- 
einwirkung entgerbt wird. Hieraus geht hervor, dal} im Chromleder 
und im Reaktionsprodukt zwischen unabgebauter Gelatine und Chrom- 
salzen die Chromkomplexe nicht abgesattigt sind. Das ist auch durch- 
aus verstandlich, da die in der Hautsubstanz bzw. in der unabgebauten 
Gelatine vorhandenen aktiven Gruppen sich in einer ganz bestimmten 
weitraumigen Lageverteilung befinden, die so beschaffen ist, dab 
héchstens immer nur ein Paar aktiver Gruppen, also je eine Carboxyl- 
und eine Aminogruppe mit einem Chromatom reagieren kénnen. 


Zusammenfassung. 


Die Chromsalze kénnen ebenso wie die Kupfersalze zwei Typen 
von Komplexverbindungen mit Eiwei&kérpern eingehen. Bevorzugt 
ist der Typus, welcher dem Glykokollsalz entspricht. Bei ihm treten 
freie Carboxyl- und Aminogruppen in den Komplex ein. Dieser Ver- 
bindungstyp liegt auch dem Gerbvorgang bei der Chromgerbung zu- 
grunde. 
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Der andere Typus, bei dem Peptidgruppen in den Komplex e) 
treten und der der Kupfer-EiweiBverbindung bei der Biuretreaktic 
entspricht, tritt nur in stark alkalischer Lésung auf. Eine Beteiligui. 
der Peptidgruppen an der Bindung der Chromsalze durch die Hau: 


substanz im Chromleder findet nicht statt. 
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Uber den Wert der Wuchshefen 
‘tir die mensehliche Erniihrung’. 
Il. Mitteilung: 
Uber die biologische Brauchbarkeit der Bergin-Holzzuckertrockenhefe. 
Von 
K. Dirr. 


(Aus der IL. Medizinischen Universitatsklinik Miinchen.) 


(Eingegangen am 9, Marz 1942.) 


, In den Kriegsjahren spielte eine Zeitlang die Frage eine grofe 
Rolle, ob nicht die Hefe mangelnde Eiweifnahrung ersetzen kénnte, 
nachdem es gelungen war, Hefe in beliebigen Mengen durch Ziichtung 
in anorganischem Stickstoffmaterial (Ammonsalzen, die man aus dem 
Stickstoff der Luft in unbegrenzten Mengen herstellen konnte) und 
diinnen Lésungen von Zucker, den man aus Holz darstellen zu kénnen 
hoffte, zu gewinnen. Das Problem ,Eiweif aus der Luft’ war damit 
zelést. Die Weiterverfolgung der Frage scheiterte aber an der Un- 
méglichkeit, Zucker in den nétigen Mengen bereitzustellen.‘ 

Mit Absicht bringen wir diese Einleitung, die Schittenhelm und 
Mitarbeiter im Jahre 1926 ihrer Arbeit ,, Uber die biologische Brauchbar- 
keit eines gereinigten Hefe-Trockenpriparates*’ voransetzen, im Wort- 
laut zu Beginn unserer Arbeit, die sich mit demselben Thema bei der 
Bergin-Holzzuckerhefe befaBt. Die Hoffnung, Zucker aus Holz dar- 
stellen zu kénnen, hat sich nunmehr durch die Zusammenarbeit der 
Technik (Bergius, Scholler) mit der Forschung (Fink) erfiillt und es 
besteht die Méglichkeit, diese Hefe in allergr6Btem MaBstab mit ver- 
haltnismaBig geringen Mitteln zu fabrizieren. 

Von anderen Hefen war ja schon in ausgedehnten Stoffwechsel- 
versuchen der Beweis fiir die Brauchbarkeit fiir die tierische und auch 
menschliche Ernahrung erbracht worden (Literatur s. Schittenhelm, |. c.). 
Als Haupthindernis fiir den Genu8 gréSerer Mengen wurde allgemein 
der scharfe Geschmack angesehen und zum Teil auch die schlechte 
Bekémmlichkeit einiger Hefepraparate. Wenn auch damit gerechnet 
werden konnte, daB die Holzzuckertrockenhefe sich in dieser Beziehung 
ungefahr auf der gleichen Linie bewegen wiirde, war es doch erforderlich, 
die Frage nach der biologischen Brauchbarkeit in eigenen Versuchen, 
besonders am Menschen, zu klaren. Nachdem wir uns in unserer vorigen 


1 Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
Biochemische Zeitschrift Band 312. 16 




















K. Dirr: 


Mitteilung davon tiberzeugen konnten, da die Bergin-Holzzuckerhet: 


alle lebenswichtigen Aminosduren, mit Ausnahme von Cystin, in aus 
reichenden Mengen enthalt, ungefahr in der Zusammensetzung, wie s;; 
der unteren Grenze des tierischen und oberen Grenze des pflanzlichen 
KiweiBes entspricht vorausgesetzt, daB der Gesamt-N tatsachlic), 
wie iiblich angenommen wird, ausschlieBlich als Protein-N gerechnet 
werden kann, befassen wir uns nun in der gegenwartigen Arbeit mi; 
dem Problem der Ausnutzung des HefeeiweiBes der genannten Hefe fii 
die menschliche Ernahrung; denn letzteres ist schlieBlich die letzte Aut 


vabe derselben, da der Weg iiber das Tier doch vom Gesichtspunkt der 


rationellen Ausnutzung fiir die menschliche Ernahrung einen un 
veheuren Verlust darstellt. Die andere Frage, die mehr den Geschmack 
betrifft, tritt dabei zunachst in den Hintergrund. 

Bei der Wichtigkeit, die wir diesen Versuchen beimessen, war es no} 
wendig, dieselben auch mit absolut verl&ssigen Personen durchzufiihren, 
die selbst samtlich von der Bedeutung und dem Wert dieser Arbeit durc|; 
drungen waren, Es beteiligten sich daran vier Personen vom arztlichen 
Dienst, die sich wahrend ihrer regelmaBigen Tatigkeit diesen Stoffwechse! 
versuchen unterzogen. Wir bekamen so ein sehr klares Bild iiber alle gi 
stellten Fragen und es fielen noch mancherlei Beobachtungen ab, die in 
Tierversuch und auch von einem uninteressierten Menschen nicht hatter 
gemacht werden kénnen, Daf es ein Opfer war, mub ich als Anerkennuny 
fiir meine Kollegen betonen, da eine gewissenhafte Stuhl- und Urinsammluny 
mancherlei Einschrankungen der pers6nlichen Freiheit bedeutet (wenn man 
nicht, wie das Tier, im Stoffwechselkafig sitzt, oder sich die Versuche in 
einem Stoffwechselzimmer durchfiihren lassen). Es bedurfte. oft gegen 
seitiger Aufheiterung durch muntere Reden beim Vertilgen so groBer Hete 
mengen (pro Person rund 130 g im Tag), zumal das Problem der méglichs1 
geschmackfreien Verwendung derselben besonders zu Beginn der Versuche 
nicht immer sehr gut gelést war. 

_ Wir glaubten an den Anfang unserer Stoffwechselversuche solch 
groBe Gaben stellen zu miissen, die wohl fiir die Praxis nicht in Frage 
kommen, da fiir die menschliche Ernahrung immer noch andere Eiweil). 
quellen zur Verfiigung stehen und von vornherein nur mit einer Beigabe 
von héchstens 20 bis 30 g Hefe pro Tag zu rechnen ist. Bei diesen groBen 
Mengen sind jedoch gréBere Ausschlige zu erwarten, wahrend be 
veringen Mengen das Bild immer verschwommen bleibt. Natiirlich kam 
dafiir eine lange Ausdehnung nicht in Frage, die schlieBlich doch am 
Wderstand der Versuchspersonen gescheitert ware und zur weiteren 
Klarung unserer Frage auch nicht wesentlich beigetragen hatte: denn 
fiir lingerdauernde Versuche ist es geeigneter, solehe Mengen zu wablen. 
wie sie unter Umstanden fiir den praktischen Gebrauch beim Menschen 
zu erwarten waren, Versuche, die sich spater notwendig anschlieBen 
miissen, um ein Bild iiber die Dauervertraglichkeit und die Wirkung 
auf den gesamten Organismus bzw. iiber die Schadlichkeit fiir die 
Gesundheit zu bekommen. 
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Bei der Anordnung unserer Versuche hielten wir uns an die Art. 
wie sie von Rubner und Schittenhelm angegeben wurde. An eine Vor- 
periode, die den Zweck hatte, médglichstes Stoffwechselgleichgewicht 
inzustreben, reihte sich die Hauptperiode mit Hefe an, der dann die 
Nachperiode wieder ohne dieselbe folgte. 

Je zwei Personen (A, B und C, D) wurden vollstandig gleichmabig 
ernahrt. Die Menge von tierischem Eiweif war bei allen Personen stets 
vleich, ebenso die Hefemengen, die in der Hauptperiode an Stelle des 
tierischen EiweiBes gegeben wurden, das pflanzliche bei den beiden 
Gruppen verschieden. 


Im einzelnen enthielt die Nahrung pro Tag: 





davon tierisches 


Gesamteiweib = phrw. HefeeiweiB Fett Kohlenhydrat Kalatlen 

g g g g 
A,B ..... 100,3 65,1 88,8 368,9 2818 
C,D ..... 86,7 65,1 86,8 201,3 2024 


Die einzelnen Bestimmungen im Stuh] und Urin erfolgten nach den 
in der Klinik iiblichen Methoden (Gesamt-N nach Ajeldahl, Harnsaure 
nach Folin, Kreatinin mit der Jaffeschen Reaktion, Phosphor nach 
l'rbach). Fiir die Bestimmung im Stuhl wurde derselbe jeden Tag mit 
verdiinnter H,SO, versetzt und die Gesamtmenge einer Periode auf 
dem Wasserbad getrocknet, danach pulverisiert und in einem aliquoten 
Teil der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 

Die Untersuchungsergebnisse finden sich in folgenden Tabellen. 


Aus den Tabellen ist zu entnehmen, daB alle vier Versuche ganz 
gleichsinnig verliefen, woraus weiterhin zu ersehen ist, daB kein gréberer 
Fehler weder in der Durchfiihrung noch bei der Bestimmung vor- 
vekommen ist. Das EiweiBangebot haben wir absichtlich so hoch 
gewahlit, jedenfalls héher, als es einer Ernihrungsperiode entspricht. 
Die beiden Personen A und B (mannlich) ziehen Fleischkost vor. Um 
so verwunderlicher ist es, daB bei ihnen ein verhaltnismaBig schlechtes 
Stickstoffgleichgewicht erreicht wurde und sich trotz des friiher schon 
hohen EiweiBgenusses in der Vorperiode ein EiweiBansatz ergab. 
( und D (weiblich) kamen im Gegensatz hierzu, und obwohl sie vorher 
vorwiegend vegetabilische Kost zu sich nahmen, zu einem recht guten 
Stickstoffgleichgewicht. In der Auswertung der Bilanz kénnen wir 
aber trotzdem einen ganz gleichartigen und gleichwertigen Verlauf bei 
der Hefeperiode feststellen. Der Stuhl-N nimmt in jedem Falle zu, was 
soviel heiBt, da& mehr N-haltige Substanzen unverdaulich sind und 
nicht resorbiert werden. Welche Substanzen hierbei in Frage kommen, 
ist nicht mit Sicherheit zu sagen, jedoch diirften Nucleine, deren Angebot 
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Versuch A. 
; RSreneti sae ves atin, se Differenzierung der 
rT: Perce Gesamt-N ___ Menge ‘ait a. Danette dh r 
in g pro Tag Urin Stuhl | Stuhl | Urin | Gewicht  Harnsiure | Kreatin 
g g | g ecm g g 
Vorperiode. 
e 12,7 | 2530 0,37 ‘7 
2. 11,9 1930 ~ 0,52 1,6 
3. 16,0, 12,0 1450 0,87 1,5 
4. | davon 13,2 15,4 358 1780 1018 | 0,58 14 
- tierisch 10,4, 191 33( 1016 59 
ve pflanzl. 5,6 ws 1330 , 0,5 1,6 
6. 12,4 1650 1020 0,59 1,5 
7. 12,8 870 1028 0,61 1,4 
Mittel: 16,0 12,5 2,2 51 1649 0,59 1,5 
Hauptperiode. 
8. 12,5 1520 || 1017 oo 1,4 
9. 12,1 | 1910 1010 1,33 1,4 
10. 16,0, 10,6 | 1700 1015 1,31 14 
~ | 
LL. davon 10,2 | 20,2 390 | 1840 1015 1,20 1,3 
7 Hefeeiw. 10,4, fra 1021 1.19 
12. pflanzl. 5,6 9,3 1830 02 ai 16 
13. 9,7 1650 1014 1,40 1,3 
14. 10,0 1440 1014 1,45 1,4 
Mittel: 16,0 10,6 2,9 56 | 1699 131 1,4 
Nachperiode. 
15. 16.0 9,8 2880 1007 0,73 1,5 
16. davon 9,4 10.3 183 — 1011 pote 1,3 
17. tierisch 10,4, 11,1 1230 =: 1015 0,58 1,6 
18. pflanzl. 5,6 13.9 2580 1012 0,60 1,7 
Mittel: 16,0 GP 2,6! 46 2060 0,64 1,5 
Bilanz. 
‘ “Vorperiode Hauptperiode Nachperiode 
gN gN gN 
mene Se TE er a 16,0 16,0 16,0 
PO ses eS eek 2,2 2,9 2,6 
Resorbierter N ............ 13,8 13,1 13,4 
MENON eh ee PE 12.5 10,6 11,1 
Angesetzter N ............. 1,3 2,5 2,3 
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Spezi- 
fisches 
Gewicht 


1020 
1010 
1020 
1020 


1016 
1012 
1008 
1012 
1022 
1014 
1012 


1013 
1011 
1014 
1017 


Differenzierung der 
Ausscheidung im Urin 


Harnsiure Kreatinin 


g g 
0,65 1,6 
0,60 1,5 
0,75 1,6 
0,66 1,7 
0,69 1,6 
0,73 1,7 
0,60 1.4 
0,67 1,6 

1,5 

1,2 
1,54 1,6 
1,03 1,5 
1,55 1,5 
1,54 1,4 
1,56 1,4 
1.44 1,45 

1,6 
0,42 1,3 
0,53 ) 
0,87 1,8 
0,60 1,6 





Hauptperiode 


gN 


16,0 

2,6 
13,4 
10,9 


2,5 


Ausscheidung 
Tag —_. Gesamt-N Menge 
in g pro Tag Urin ‘Stuhl Stuhl Urin | 
g 4 g ecm 
V orperiode. 
1. 13,8 2470 | 
2: 10,9 1610 
3. 16,0, 12,3 1200 | 
4. | 4 davon 13,3 15,6 325 1550 | 
tierisch 10,4, 
be eo || 18,2 1420 
pflanzl. 5,6 | 
6. 14,0 1150 
(- 13,0 1320 
Mittel: 16,0 12,9 2,2 46 1531 | 
Hauptperiode. 
8. 12.9 1900 
4, 11,5 1760 
10. 16,0, 11,8 2040 
davon _ ; 
Lf 10,0 18, 2000 
Hefeeiw. 10,4, 
12. ep 9,9 1610 
pflanzl. 5,6 
13. 10,0 1450 
14. 9,7 1700 
Mittel: 16,0 10,8 2,6 1780 
Nachperiode. 
15. | 16.0 9,4 2130 
16. 9,5 1770 
ee Eine 8.4 | 135 
17. tierisch 10,4, 12,0 1370 
8. pflanzl. 5,6 16,4 2180 
Mittel: 16,0 11,8 2,1 34 1830 
Bilanz. 
Vorperiode 
gN 
PO iis sce doe CORK ES 16.0 
IE sO Se iaielaw i erwdins 22 
Resorbierter N ............ 13,8 
PRE Sie 8 sake cb chia 12,9 
Angesetzter N ............. 0,9 


Nachperiode 
gN 


16,0 
Gan 
13,9 
11,8 
2,1 
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Versuch €. 
ane a Ausscheidung — Te . Differenzierung de 
ne | a, | ees | ee | See | eee 
in g pro Tag Urin Stub! | Stuhl Urin Gewicht Harnsiure  Kreatini 
g £ g ecm g g 
Vorperiode. 
i. 9,8 2180 - 0,55 1,3 
2 9,9 1380 0,60 1,2 
3. 13,8, 13,6 1330 - 0,88 1,5 
4. |$ davon | 198 / 11,9; 283 | 1610] 1019 | 0,68 Id 
c tierisch 10,4, me : 
™ pflanzl. 3,4 11,8 2210 1013 0,43 1,5 
6. 12,9 1360 1014 0,53 1,5 
- 13,6 1380 1018 0,61 1.5 
Mittel: 13,8 12,1 1,7 40 1636 0,60 1,4 
Hauptperiode. 
8. 12,1 | 1270 1021 1,2 
9. 12,8 2300 «1017 _ 1,3 
10. 13,8, 10,5 1720 1014 1,69 1,3 
11. devon 9,7 16,7 305 | 800 1022 1,04 1.3 
Hefeeiw. 10,4, 12.5 | s990 020 9 39 bs 
12. pflanzl. 3,4 083 | 1230 102 ides, 5 
13. 9,4 | 910 1023 1,29 1,1 
14. 9,2 990 1018 1,73 1,2 
Mitte]: 13,8 10,9 2,4 44 1319 1,61 1,25 
Nachperiode, 
5 750 g ee 
15. 13.8, 9,4 175 100 1 
16. PIE 9,5 _. | 1660 1011 0,42 1,3 
8,6 150 2 ‘ 
17. tierisch 10,4, 12,0 1370 §=6©1014 0,53 1,7 
18. pflanal. 5,6 = 4,1 1520 1016 0,40 1,5 
Mittel: 13,8 11,2 2,2 38 1575 0,45 1,45 
Bilanz. 
Vorperiode Hauptperiode Nachperiode 
gN gN g N 
NE Be Sse pas x Pee 13,8 13,8 13,8 
TIE so oo x bbs a RP Eee 1,7 2,4 22 
Resorbierter N ............ 2; 11,4 11,6 
a ay ae oe vee 2, 9,9 11,5 
Angesetzter N ............. 0,0 1,5 | 0,1 
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Aen. dab Difterenzierung der 
Zufut . " Spezi- Ausscheidung im Urin 
ai Pe cna . __ Gesamt-N Menge aches i = 8 Stine Im Ti 
in g pro Tag Urin Stuhl Stub! Urin Gewicht Harnsiiure | Kreatinin 
g g g ecm g g 
Vorperiode. 
1. 10,7 1530 — 0,34 1,1 
2, 11,8 860 a 0,73 1,2 
3. 13,8, 12,3 1100 = 1021 0,53 1,2 
4. deeranigy 14,0 98 220 1070 1021 0,58 12 
; ween A 13,6 1370 = 1017 0,50 1,3 
ma pflanzl. 3,4 tai ¥ 101% - - 
6. 11,3 860 1020 0,43 1,1 
iz, 12,2 730. =-:1028 0,58 1.2 
Mittel: 13,8 13,3 1,4 33 1074 0.53 1,2 
Hauptperiode. 
8. 12,7 1420 1020 1,1 
9. 10,1 1020-1024 1,0 
10. 13,8, 10,6 1240 1014 1,42 1,0 
i. davon 10,0 14,0 242 1020 1018 1,48 0,9 
Hefeeiw. 10,4, 8.4 1010 | 1019 ¥ ¥ 
2 : 16 
om pflanzl. 3,4 : we , 
13. 8,3 1320. 1015 1,70 1.0 
14. 9,1 1160 1017 2,4 1,0 
Mittel: 13,8 9,9 2,0 35 =.1170 1,6 1.0 
Nachperiode. 
15. | 13.8. 9,7 1120 = 1016 0,80 1,3 
16. . 10,5 1010 1015 0,80 0,9 
yi ee 68] 18 
17. tierisch 10,4, 11,9 1050 =1017 0,70 14 
18. pflanzl. 3,4 138 1230 1021 0,40 1.5 
Mittel: 13,8 11,5 | By 34 1120 0,70 eo 
Bilanz. 
Vorperiode Haupt periode Nachperiode 
aN gN gN 
os dk eh ig as 13,8 13,8 13,8 
Ea a alo cas ie 1,4 2,0 1,7 
Resorbierter N ............ 12,4 11,8 12, 
I sho ce chcc: aon dbleara’s 12,1 9,9 11,6 
Angesetzter N .......... 0,1 1,9 0,6 
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so hoch ist, einen Teil ausmachen. Dagegen glauben wir nicht, da; 


unverdauliches EiweiB dabei ist und verweisen wegen der Begriindun. 
auf unsere 3. Abhandlung. Wider Erwarten steigt aber der Harn-.\ 


nicht entsprechend an, so daB sich bei allen vier Personen wahrend de- 


Hefeversuchs ein sehr hoher N-Ansatz ergibt. Wohl ist die Bilanz mi: 
einem kleinen Fehler behaftet. Es bleiben N-Verluste durch Schweil; 
absonderung, Hautabschilferung, Auswurf, Nasenschleim und gas 
formige Ausscheidung von N unberiicksichtigt. Diese Fehlerquelle is: 
aber in allen drei Perioden ziemlich gleichmaBig vorhanden, da nic!) 
anzunehmen ist, daB sie sich waihrend der Hefeperiode wesentlich ve: 
gréBert hat. Wenigstens konnten die Versuchspersonen keine Beol 
‘achtungen machen, die auf einen starkeren N-Verlust auf andere Weis 
als durch Stuhl und Urin hingewiesen hatten. 

Wenn wir das Wort N-Ansatz gebrauchen, so miissen wir uns de: 
fehlerhaften Ausdrucksweise bewuBt sein. Es soll nicht streng ei: 
Ansatz im eigentlichen Sinn gemeint sein, sondern lediglich eine Zuriick 
haltung von N-haltigen Substanzen im Organismus. Denn ein Eiweil; 
ansatz kommt beim erwachsenen gesunden Menschen kaum in nennens- 
wertem MaBe in Frage. Voriibergehend kann ein solcher wohl einma! 
auch beim Gesunden durch Erhéhung der EiweiBzufuhr neben gréBere: 
Fett- und Kohlenhydratmengen, die eiweibsparend wirken, erreicl.t 
werden. Sonst sieht man einen solchen Ansatz nur wahrend des Wachs 
tums bei jugendlichen Individuen, bei Rekonvaleszenten nach schwere1, 
Erkrankungen und nach Unterernahrung. Bei unseren Versuchs- 
personen fallen simtliche besprochenen Méglichkeiten weg. Es muti 
also N in irgendwelcher Form im Gewebe retiniert werden. 

DaB dies geschehen kann, ist ja nichts Neues und bedarf keine: 
besonderen Beweisfiihrung. Bei Aminosaurebelastungen kann imme: 
wieder beobachtet werden, wie rasch diese aus der Blutbahn ver 
schwinden, ohne daB aber zunachst ein Abbau und Ausscheidung de: 
aquivalenten Stoffwechselendprodukte zu erkennen waren oder wenig 
stens nicht in dem entsprechenden Mae. Ich habe vor nicht allzu 
langer Zeit neuerdings auf diese Tatsache aufmerksam gemacht 
Die Aminoséuren miissen also im Gewebe zuriickgehalten werden, wo- 
bei jetzt gar nicht auf die Streitfrage eingegangen werden soll, in 
welcher Form dies geschieht. Wahrend man aber fiir solche Stoffe, dic 
als Nahrungsmittel angesehen werden miissen oder fiir die noch eine Ver- 
wertungsmoglichkeit besteht, leicht ZweckmaBigkeitsgriinde der Natur 
anfiihren kénnte, fallt dies in anderen Fallen, wo es sich um Retinierung 
von Stoffwechselendprodukten handelt, auBerordentlich schwer. In 
diesem Zusammenhang sei insbesondere an die wichtige Beobachtung 
Nonnenbruchs erinnert, der Harnstoffbelastungen mit nicht uner- 
heblichen Mengen (3 Tage hintereinander z. B. je 20 g) durchfiihrte und 
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diesen zugelegten Harnstoff nicht mehr fand. Weder als Blutharn- 
stoff war er nachzuweisen, noch im Urin wurde er ausgeschieden. Er 
muB also wenigstens zundchst im Gewebe retiniert worden sein. Solche 
tetentionen scheinen demgema& besonders leicht bei einem Uber. 
angebot an irgendeinem Stoff zu erfolgen, wenn man von _ patho- 
logischen Fallen zunachst absehen will. 

Damit kommen wir schon einer naheliegenden Antwort auf die 
Frage entgegen: Welche N-haltigen Stoffe kommen eigentlich hei den 
Hefeversuchen fiir eine Retention in Betracht’? Es miissen nach obiger 
Uberlegung N-haltige Kérper sein, die das normale Angebot weit tiber- 
treffen, in unserem Falle also Purin und Pyrimidin aus den Nuclein- 
substanzen oder Nucleinsubstanzen selbst. Verfolgen wir das Schicksal 
der Zellkerne der Hefe, so mu man wohl annehmen, dab die Nucleo- 
proteide zuerst in Form der EiweiBabspaltung und dann durch Weiter- 
verarbeitung der EiweiBkérper angegriffen werden. Dazu sind Pankreas- 
fermente geniigend vorhanden. Viel weniger orientiert sind wir tiber 
das Schicksal der Nucleinsubstanzen. Nach Edlbacher scheinen — man 
sieht aus diesem Wort die Dunkelheit iiber dieses ganze Forschungs- 
vebiet drei Gruppen von Fermenten die Nucleinsauren zu spalten: 
1. Die Nucleinase, deren Wirkung in der hydrolytischen Aufspaltung 
der Polynucleotide zu Mononucleotiden besteht und die sich in allen 
Organen, Pankreas und Darmsaft findet. 2. Die Nucleotidase, die aus 
den einfachen Nucleotiden die Phosphorséure abspaltet, so daB Nucleo- 
side entstehen. Sie ist im PreBsaft aller Organe und im Darmsaft, 
nicht im Pankreassaft gefunden worden. 3. Nucleosidase, welche die 
Spaltung in Zucker und Purine auf hydrolytischem Wege durchfihrt. 
[hr Vorkommen ist ebenfalls in den PreBsiften der meisten Organe, 
aber nicht im Darmsaft festgestellt worden. Es sei wahrscheinlich, daB 
die Nucleinsiuren im Darm zu den Mononucleosiden aufgespalten 
werden, die leicht resorbierbar sind. Die Purine dagegen sind schwer 
léslich. Da auch die Bacterien des Darmkanals zerstérend auf die 
Nucleinstoffe einwirken, ist es nicht abwegig, an die Bildung schwer 
léslicher Nucleinabkémmlinge, wie Purine, im Darm zu denken und 
damit eben eine Erklarung fiir die oben erwahnte N-Erhéhung im 
Stuhl zu geben, zuma] der N-Gehalt der Purinsubstanzen auBerordentlich 
hoch ist und die mengenmaBige Ausscheidung im Vergleich zu anderen 
Substanzen deswegen gar nicht so hoch zu sein braucht. Die etwas 
raschere Darmbewegung, auf die wir noch kurz zu sprechen kommen, 
unterstiitzt diese Tendenz der N-Erhéhung im Stuhl. Wie die weitere 
Spaltung genau verlauft, ist heute noch nicht zu sagen. Fiir die Beant- 
wortung unserer Frage ist jedenfalls sicher, daB eine Speicherung von 
Nucleinsiiureabkimmlingen im Gewebe sehr wohl méglich und auch mit 
grépter Wahrscheinlichkeit anzunehmen ist, da in diesen Substanzen 
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allein ein Uberangebot von Stickstofftragern besteht. Die Speicherun: 
kann sowohl als Mononucleosid, als auch in Gestalt der einzelnen Bau 
steine erfolgen. 

Als weitere Retentionsstoffe kamen die Aminosaéuren des Hef 
eiweiBbes in Frage. Die teilweise Bausteinanalyse (s. 1. Mitteilung 
ergab aber einen Gehalt an Aminosauren, der sich nur wenig von den 
anderer EiweiBstoffe unterscheidet. Von einer Uberschwemmung mit 
irgendeiner besonderen Aminosaure kann jedenfalls nicht die Rede sein 
Es bleibt also fast gar keine andere Méglichkeit, als die Annahme eine: 
Retention von Purinabkémmlingen und damit eine Erklarung des 
N-Ansatzes. Selbstverstandlich miiBte das gleiche oder ahnliches auc! 
iiber die Pyrimidine gesagt werden, da sie ja auch sehr viel N enthalte: 
und vermutlich ebenfalls in einem Uberangebot zur Verfiigung stehen 
Sind wir schon tiber den Nuclein- und Purinstoffwechsel nur sehr 
mangelhaft aufgeklart, so herrscht tiber den Pyrimidinstoffwechse! 
fast vollstandiges Dunkel*. 

Die Nachperiode haben wir absichtlich etwas kiirzer gewahit 
Wahrend bei C und D Stickstoffgleichgewicht schon fast wieder erreiclit 
war, stehen A und B immer noch im Stickstoffansatz, wenn er auc! 
allmahlich den Werten der Vorperiode zustrebt. 

Alles in allem stellt also die Holzzuckertrockenhe!e ein Eiweifnahrungs 
mittel dar, das auferordentlich gut ausgenutzt wird. Es sind dies di: 
vleichen Befunde, die schon Rubner und Schittenhelm mit ihrem Hefe 
nahrungspraparat erhoben haben. Es sieht so aus, als ob durch diese- 
HefeiweiB der Betriebsstoffwechsel bzw. Grundumsatz etwas erhdéht 
wiirde; denn trotz dieses N-Ansatzes haben wir wahrend der Hefe- 


periode durchweg eine zwar geringe, aber doch deutliche und bei allen 
Personen auftretende Gewichtsabnahme zu_ verzeichnen, was aus 
folgender Tabelle zu ersehen ist: 





Gewicht am Ende Gewicht am Ende Gewicht am Ende 
Versuch der Vorperiode der Hauptperiode der Nachperiode 


kg kg kg 


A 70,0 69,5 70,2 

B 71,7 71,4 71,3 

C 68,0 67,0 67,9 

D 63,7 63,1 62,9 

* Anmerkung, bei der Korrektur, Wahrscheinlich ist die vermelit 
N-Retention auch wenigstens zum Teil auf den hohen Gehalt der Hefe a 
Lecithin zuriickzufiihren; denn iibereinstimmend ist durch eine Reihe von 
Arbeiten festgestellt worden, daB bei Zufuhr von Lecithin N im Koérpe: 
zuriickgehalten wird. Es férdert die Umwandlung des Nahrungseiweibe- 
in GewebeeiweiB (R. Kunze, Lecithin, 8. 107. Berlin NW 40, Verlag Rosen 
meier u. Dr. Sanger, 1941). 
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, Bei der Differenzierung der stickstofthaltigen Substanzen im Urin 
lief-der Harnstoff dem Gesamt-N ungefahr parallel. Wir verzichten auf 
die Wiedergabe der Zahlen, da die Methode, die wir anwandten (Brom- 
laugenmethode), nur eine grébere Orientierung erlaubt. Es ergaben 
sich keinerlei neue Gesichtspunkte gegeniiber dem Gesamt-N. Anders 
war es mit der Bestimmung der Harnsdure (nach Folin). Die Tagesmenge 
schnellte auf ttber das Doppelte hinauf, was ja nicht wundernimmt bei 
einer so hohen Zufuhr von Nucleinsubstanzen. Es handelt sich also 
um exogene Harnsdure. Die Kristalle fielen schon oft wahrend des 
Wasserlassens schlagartig aus, ja man hatte hin und wieder den Eindruck. 
daB das Bild des sogenannten Milchpissers vorlag. Das rasche Ausfallen 
der Harnsiure und Phosphate erschwerte anfanglich die quantitative 
Bestimmung, da weder eine vorherige Zugabe von Lithiumsalzen in 
das Uringlas, noch ein Umschwenken mit verdiinnter Natronlauge 
dieses Ubel ganz verhindern konnte. Zudem mubte ja die Tagesmenge 
vesammelt werden und eine Harnsaurebestimmung nach jeder Tages- 
portion war nicht mdéglich. Wir saugten daher den Niederschlag ab, 
wuschen die Phosphate mit verdiinnter Essigsaure aus und brachten 
den Niederschlag nach Trocknung zur Gewichtskonstanz zur Wagung. 
Mikroskopisch konnten wir uns davon tiberzeugen, daB es sich um 
reine Harnséure handelt. Mutterlauge und Waschwasser wurden ver- 
einigt und darin die Harnsdiurebestimmung nach Folin durchgefiihrt. 
Auffallend geringe Unterschiede wiesen die drei Perioden in der 
Kreatininausscheidung auf. Durchweg jedoch konnte man ein geringes 
Absinken wihrend der Hefeperiode beobachten. Vielleicht ist die 
Ursache in dem héheren Gehalt an Kreatininphosphorsaure im Serum 
zu suchen (s. spater). 

Bei der iiblichen Allgemeinuntersuchung des U'rins war kein 
pathologischer Befund zu erheben. Die Reaktion war sauer. Es trat 
kein EiweiB, kein Zucker und keine Vermehrung der Harnfarbstoffe 
auf. Im Sediment fand sich keine pathologische Zunahme der nicht 
organisierten Bestandteile, sondern nur Vermehrung der Harnsaure- 
und Calciumphosphatkristalle. Bemerkenswert ist der geradezu wider- 
liche Geruch des Urins wahrend der Hefeperiode. Es fiel schwer, ihn 
irgendwie genauer zu differenzieren. Am ehesten wurde man an den 
siiBlichen Geruch von Pyocyaneuskulturen erinnert. Er hielt noch 
einige Tage nach Absetzen der Hefe an. 

Die Farbe des Stuhles war bei allen Versuchspersonen wahrend der 
Hefeperiode griinlich. Dies ist nicht auf die Beikost wie Spinat usw. 
zuriickzufiihren, sondern die Ursache muB mit der Wirkung der Hefe 
zusammenhangen. Da aber nicht bekannt ist, daB die Hefe einen 
solehen Farbstoff oder einen Stoff, aus dem dieser entstehen kénnte, 
enthalt, mu8 an Biliverdin gedacht werden, wie es 6fters bei beschleu- 
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nigter Darmpassage im Stuhl auftritt. Die Konsistenz des Stuhles wa 
nach Zufuhr solcher Hefemengen weich, selbst bei Personen, welc! 
normalerweise einen etwas trageren Stuhl aufzuweisen hatten. E- 
machte den Eindruck, als ob man ein vorziigliches Stuhlregulierung: 
mittel verabreicht hatte, viel besser und schneller wirkend, als di: 
yewOhnlich angewendeten. Durchfalle waren nicht zu beobachten 
Russel und Nasset machten ganz ahnliche Beobachtungen bei Zula: 
von Hefe zu einer normalen Nahrung bei jejunostomierten Hunden 
Es beschleunigte sich die Nahrungsbewegung und das AusmaB der Ver 
dauung und die Resorption der Kohlenhydrate. Samtliche Vitamin 
der Hefe hatten, fiir sich gepriift, diese Wirkung nicht. 

Wir konnten unsere Versuche nicht abschlieBen, ohne wenigstens 
von einigen Substanzen die Werte im Serum zu verfolgen. Wir be 
schrankten uns auf die Bestimmung von Harnsaure, Rest-N, Kreatinin 
und Phosphor, weil wir diese im Zusammenhang mit unseren Aufgaben 
fiir am wichtigsten hielten. Sie erfolgten jeweils am Ende einer jede: 
Periode, was fiir eine Ubersicht zunaichst ausreicht. In der folgenden 
Tabelle haben wir die Ergebnisse zusammengestellt. 


Serumbestimmungen in mg%. 














Harnsiiure Rest-N Kreatinin Phosphor 

oe Get sat ee Bet ESTE BY Ee BE 2|.8 

RRR RRR RR BER | PR ee | ORE 
A 4.1 | 78 | 1,9 26 30 38 13) 1,9; 1,6 4,8 16,6 5,5 
B 4,6 7,4 | 2,2 29 26 28 ae {be 1 om 5,0 16,0 6,0 
C 45 8,0) 24 29 | 32 | 24 1,6 | 1,7 | 1,4 | 4,5 | 12,0) 6,7 
D 6,1 10,0 4,5 36 37 28 LD 467 135 5,3 | 18,0 6,9 


Die Schwankungen der Harnsdurewerte hangen beim gesunden 
Menschen vorwiegend von der exogenen Harnsaure ab, also von der 
Nahrung. Demgema® ist es gar nicht zu verwundern, daB die Zahlen 
hier bei der Hefeperiode stark in die Héhe schnellen. Auffallend ist ja. 
daB die Werte am SchluB der Nachperiode sehr tief heruntergehen. 
Es muB aber bemerkt werden, daB es sich ja nicht um Mittelwerte der 
betreffenden Periode handelt, sondern jeweils um 1 Tag. Am letzten 
Tage war die Urinmenge bei allen sehr groB und dementsprechend die 
Harnséureausscheidung. Um jetzt nochmal das Harnséureproblem zu 
besprechen, so wird ein hoher Harnsaurewert im Blute allgemein als 
nicht erstrebenswert angesehen. Die Harnsdéure hat mehr als andere 
Substanzen des Serums die Tendenz, sich von den Schutzkolloiden zu 
lésen und auszufallen. Als Folgen davon méchten wir nur auf die 
haufige Zusammensetzung von Nierensteinen aus Harnsaéure und 
Uraten und auf den Harnsaureinfarkt in der Niere hinweisen. Auch 
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die Neigung zu Apoplexie wird teilweise mit einem héheren Harnsaure- 
vehalt in Zusammenhang gebracht. 


Von diesem Gesichtspunkt aus muB also von einem dauernden 
(renup gréBerer Hefemengen abgeraten werden, wie es z. B. bei uns der 
Fall war (130g taglich). Doch diirften kleinere Mengen von taglich 
etwa 10 bis 20 g als Zusatz kaum eine gripere Rolle spielen als der téglich 
Genup von etwa derselben Menge Kalbsbries. Wir wiirden auch vor- 
schlagen, selbst solche kleinen Mengen nicht auf Monate hinaus Tag 
fiir Tag zu verabreichen, sondern immer wieder hefefreie Tage oder 
besser Wochen einzuschalten. Personen mit Neigung zu _ uratischer 
Diathese ist iiberhaupt der GenuB von Hefe zu verbieten. 


Damit mu man sich auch mit der Frage beschaftigen, wer eine 
Neigung zu Harnsaurevermehrung hat bzw. wie eine solche zu erkennen 
ist. Man pflegt die Frage danin zu beantworten, daB nach langerer 
purinfreier Ernahrung (mindestens 3 Tage, besser 8 Tage) Harnsaure- 
werte im Serum iiber 4 mg°;, eine solche Annahme rechtfertigen. Bei 
unseren Versuchen sehen wir, bei absolut gleichem Puringehalt der 
Nahrung, bei den Versuchspersonen A, B und C etwa die gleichen Harn- 
siurewerte im Serum in der Vorperiode. Anstieg im Hefeversuch und 
Abfall bewegen sich auch ungefahr auf derselben Héhe. Davon sticht D 
durch einen Harnsauregehalt, der um rund 2 mg®, in jeder Periode die 
andern iibertrifft, ab. Hier liegt offenbar eine gewisse Neigung zu 
uratischer Diathese vor. Bei Erhebung der Familienanamnese konnte 
man auch erfahren, dais Gicht in der ganzen Familie ziemlich haufig 
vertreten ist und beispielsweise der Vater der Versuchsperson ein 
ziemlich starker Gichtiker ist. Fiir solche Fille ist auch fiir kleine 
Hefemengen die Vorsicht am Platze, die man auch sonst purinreicher 
Kost gegeniiber beobachtet. 

Wir kénnen an einer anderen Frage nicht voriibergehen, weil sie 
zur Diskussion reizt. Es ist dies die Frage, wie es denn dazu kommt, 
daB eben diese Versuchsperson D dauernd diesen héheren Harnsaure- 
spiegel hat, obwohl die Purinzufuhr durch tierisches EiweiB bzw. Hefe 
wahrend der ganzen Versuchsdauer mit Sicherheit bei allen vier Personen 
die gleiche war. Man kénnte an eine starke Bildung von endogener 
Harnsaure denken. Doch bestanden dafiir nicht die geringsten Anhalts- 
punkte, da auch D vollkommen gesund war und wie immer der regel- 
maBigen Arbeit nachging. Nimmt man dies als Tatsache, so kamen 
vielleicht Resorptionsunterschiede in Frage, so das Leute mit Neiguny 
zu uratischer Diathese purinhaltige Substanzen leichter durch den Darm 
aufnahmen, und dementsprechend wenigerim Stuhl ausgeschieden wiirde. 
Ganz abwegig scheint der Gedanke nicht zu sein, wie aus folgender 
Tabelle ersichtlich ist: 














K. Dirr: 





Stuhl-N 


Vorperiode Hauptperiode Nachperiode 


A 22 2,9 2.6 
B 2.2 2,6 , a 

C es 2,4 2,3 
D i 2,0 1,7 


Die N-Ausscheidung ist bei D doch ganz deutlich niedriger, wid 
zwar in allen Perioden, als bei C, d'e man ja zum Vergleich heranziehe: 
muB, da hier genau dieselbe N-Zufuhr vorlag. DemgemaB miiBte mai 
daran denken, dab Stérungen im Fermentsystem des Nucleinabbaues 
vorhanden sind, so daB bei D im Darm mehr die Fermente zur Geltuny 
kommen, die leicht resorbierbare Purinabkémmlinge liefern, also eine 
iiberwiegende Tatigkeit der Nucleosidase. Es ist dies ein ganz neue! 
Gesichtspunkt, der meines Wissens noch nie zur Diskussion stand 
Freilich wollen wir nicht tibersehen, daB es sich um einen Versuch: 
handelt, dem eben nur die Beweiskraft des einzigen Versuchs zusteht. 

Sieht man aber von diesen doch nicht so naheliegenden Gedanken. 
gingen ab und nimmt an, daB die Resorption der Purine im Darm bei 
allen vier Personen ungefahr dieselbe gewesen ware, so miBten im 
Serum ungefahr dieselben Harnsaiurewerte gefunden werden. Da dies 
nicht der Fall ist, kénnte man unter Voraussetzung der gleich guten 
Darmresorption folgern, daB bei A, B und C, also bei Harnsaurestoff- 
wechsel-Normalen, fiir einen Teil der Purine ein weiterer Abbau als bis 
zur Harnséure erfolgt und daB D diese Fahigkeit nicht mehr besitzt 
denn der St-eit ist noch nicht entschieden, ob die Harnsadure beim 
Menschen in jedem Falle ein letztes Abbauprodukt darstellt und nicht 
unter Umstanden einem weiteren Abbau und Wiederverwertung der 
kleineren Bruchstiicke unterliegt. Freilich ware man dann nach unserer 
Versuchen zu der Annahme gezwungen, daB der Harnsaurestoffwechse| 
Gesunder diese Fahigkeit immer fiir einen gewissen Anteil der Purine 
besitzt, wahrend der von Personen mit uratischer Diathese diese Fahig- 
keit mehr oder weniger verloren hat. Man kénnte auch an beginnende 
Niereninsuffizienz bei D denken, doch hat sich bis heute dafiir kein 
Anhaltspunkt ergeben. 

Bei allen Erklarungsversuchen ist der einfachste vielleicht doc! 
der, daB hei D die Ausscheidung nicht so gut ist wie bei den anderen 
Versuchspersonen. Man braucht aber deswegen zunichst keine Nieren- 
schadigung im eigentlichen Sinne anzunehmen. Wie man aus det 
Tabellen sieht, nimmt der Harnséurespiegel bei D nicht etwa beim 
Hefeversuch abnorm hohe Ausmafe an, sondern die Harnsdure im 
Serum betragt in der Vor-, Haupt- und Nachperiode gleichmaBig rund 
2 mg®,, mehr als bei den anderen Versuchspersonen. Die Ausscheidungs 
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méglichkeit fiir Harnsaure hat also nicht Schaden gelitten, sondern der 


Harnsauretiter liegt hier héher als beim Normalen. Man kann es sich 
ihnlich denken wie beim Zucker, der bei jedem Menschen, selbst bei 
vanz gleicher Ernaihrung usw., eine ganz bestimmte Héhe hat, oder 
anders ausgedriickt, die Zuckerschwelle in der Niere ist bei jedem ver- 
schieden. Wahrend bei dem einen die Ausscheidung von Zucker im 
Urin schon bei einem Blutzuckerwert von 130 mg®, beginnen kann, ist 
bei einem anderen die Schwelle vielleicht bis auf 200 mg®,, herauf- 
vertickt. Man kann sich eine ahnliche Regulierung zwanglos auch fiir 
die Harnsaure vorstellen. Der Harnsdurespiegel liegt fiir jeden Menschen 
verschieden hoch und ist eben bei Leuten mit uratischer Diathese erhdht. 
Die Steuerung diirfte, wie bei sehr vielen anderen K6rperklassen, 
hormonell sein und einem iibergeordneten Zentrum unterliegen, ahnlicl 
wie es Anselmino und Hoffmann fiir den Fett- und Kohlenhydratstoff- 
wechsel oder Liang und Sin-Wai Wu fiir den EiweiBstoffwechsel ge- 
funden haben. Auf dies: Fragen méchten wir jetzt nicht naher eingehen, 
sondern sie uns fiir eine Besprechung in einer medizinischen Zeitschrift 
vorbehalten. 

Die Rest-N-Werte schwanken innerhalb der iiblichen Zahien und 
lassen keine Schliisse fiir Besonderheiten wahrend der Hefeperiede zu. 

Beim Kreatinin sehen wir wahrend des Hefeversuchs eine kleine. 

iber deutliche Erhéhung. Dabei haben wir im Urin aber eine kleine 
Erniedrigung der Ausscheidungswerte festgestellt. Das scheinen auf 
den ersten Blick Widerspriiche zu sein, da man glauben méchte, dat 
eine Erhéhung im Serum auch eine vermehrte Ausscheidung im Gefolge 
haben miiBte. Zunachst kénnte man an eine Retention denken, ahnlich 
wie sie zu Beginn einer Niereninsuffizienz fiir die Harnsaure vorliegt. 
Wir-betonten aber schon, da fiir eine Nierenschadigung bei den Versuchs- 
personen nichts spricht. Wir denken schon auch an eine Retention, 
aber mehr auf chemisch-physiologische Weise. Man muf den Kreatinin- 
und Phosphorsaurestoffwechsel hier im Zusammenhang_ betraclhiten. 
Kreatinin und Phosphorsiure stehen in gewisser Wechselwirkung 
zueinander. Man denke nur an die Kreatininphosphorsaure, die im 
Muskelstoffwechsel eine groBe Rolle spielt. 

Dabei kommen wir zur Erérterung der Phosphorwerte tiberhaupt. 
wobei man einen ganz gewaltigen Anstieg derselben wahrend der Hefe- 
periode wahrnimmt, eine Tatsache, die ja wegen des sehr hohen Gehalts 
der Hefe an organischen und anorganischen Phosphorsaureverbindungen 
zu erwarten war. Es diirfte im Serum ein Teil als Kreatininphosphor- 
sdure vorliegen und dieser der langsameren Spaltung und Ausscheidung 
unterliegen, so daB auf diese Weise ein Teil des Kreatinins zuriick- 
gehalten wird und weniger im Urin erscheint. Diese einfache Erklarung 
hat unseres Erachtens am meisten fiir sich. 
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Was nun die absoluten Phosphorzahlen betrifft, so ist zu bemerke 
daB oft medikamentés, insbesondere bei Roburantien, eine Erhéhun. 
des Phosphorspiegels angestrebt wird. Wir erinnern nur an das Recres:| 
Zweifellos sind auch auf das Nervensystem gute Wirkungen von de 
Hefe in dieser Hinsicht zu erwarten. Dagegen muB man sich doch <j; 
Frage vorlegen, ob ein solches Uberangebot — die hohen Serumwert« 
und die starke Phosphatausscheidung sprechen fiir das Vorliegen eines 
solchen — von Nutzen oder zum mindesten nicht iiberfliissig ist. Wj; 
meinen, da es eine Verschwendung darstel]t und daB dieses Uberange bo: 
zweckmaBiger fiir andere pharmazeutischen Praparate verwendba: 
gemacht werden soll. 

Im Hinblick auf die Verschiebung der Harnsaurewerte hat wns 
auch der Blutdruck der Versuchspersonen interessiert. Wir fandey 
folgende Werte: 





der Vorperiode Am 








= Ende ' Ende Ge Wenptpettots Ase Ende der Sadhori de 
A 130/65 120/70 120/70 
B 120/65 115/80 120/70 
C 100/60 90/72 90/65 
D 95/65 80/55 90/65 


Es tauchte zu Anfang die Befiirchtung auf, daB der Blutdruck eir 
Erhéhung nach dem HefegenuB und dieser reichlichen Zufuhr an 
Purinen erfahren miiBte. Die Ergebnisse sprechen jedoch in entgegen 
gesetztem Sinne. Der Blutdruck ging bei allen Versuchspersone 
waihrend des Hefeversuchs etwas heruntet. 

Die Blutkérperchensenkungsreaktion, die wir ebenfalls anstel'ten 
ergab nichts Eindeutiges. Der Versuche sind in dieser Beziehung 71: 
wenige, auch glauben wir nicht an eine wesentliche Beeinflussung de: 
Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit. 


Aus unseren Hauptergebnissen (gute Resorbierbarkeit und Aus 
nutzung der Hefe als EiweifSquelle, hoher Harnsdéure- und Phospho: 
gehalt) méchten wir folgende SchluBfolgerungen ziehen: Der hohe Puri 
gehalt ist vom arztlichen Standpunkt aus bei GenuB von gréBere: 
Mengen Hefe ganz allgemein, bei GenuB geringer Mengen fiir Leut: 
mit uratischer Diathese als nicht wiinschenswert zu bezeichnen. De: 
hohe Phosphorgehalt erscheint, bei aller Anerkennung der Niitzlichke:t 
einer geringen Phosphorzufuhr, als Verschwendung. Dementsprechen! 
mup eine wirtschaftliche Vorbehandlung der Hefe angestrebt werden, di 
den Puringehalt méglichst entfernt und den Phosphorsduregehalt zu. 
griBten Teil pharmazeutischen Zwecken dienstbar macht. Wir sind mit 
der Bearbeitung dieser Frage beschaftigt und bitten, uns diese fiir dic 
nachste Zeit zu tiberlassen. 
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Herr Prof. Bickel war so freundlich, uns die Korrekturbogen seiner 
kiirzlich erschienenen Ver6ffentlichung ..Zur Kenntnis des ernahrungs- 
physiologischen Wertes des HefeeiweiBes*’ zur Verfiigung zu stellen. 
Obwohl daraus und aus der vorhergehenden Ver6ffentlichung zum 
vleichen Thema hervorgeht, daB& Bickel unter wesentlich anderen Be- 
dingungen gearbeitet hat als wir — indem namlich die Hefe den Menschen 
nur in einer Menge von 10 bis 20 g pro Tag als Zusatz zu verschiedenen 
Nahrungsformen gegeben wurde —, konnten wir doch in einigen Punkten 
gute Ubereinstimmung unserer Ergebnisse mit den seinigen feststellen. 
Dies gilt insbesondere fiir die auffallige Erhéhung des Kot-N. Dabei 
konnten wir auch die SchluBfolgerung von Bickel bestatigen, das diese 
in ihrer Hohe offenbar weitgehend unabhangig von der zugefiihrten 
Hefemenge ist, denn bei unserer fast siebenmal gréBeren Hefe-N-Zufuhr 
(im Vergleich zu Bickel) lag sie in der gleichen GréBenordnung wie bei 
Bickel. Im Falle unserer Versuche hatte dies eine zwanglose Erklarung 
gefunden durch die Annahme, da etwa 10°, des Hefe-N schwer resor- 
bierbar seien. Da diese Annahme aber auf die Versuche von Bickel 
nicht iibertragbar ist — die Erhéhung des Kot-N iibersteigt hier in 
einem Falle sogar die Gesamtmenge des zugefiihrten Hefe-N, wahrend 
sich andererseits die Resorption der Hefe an ihrer Stoffwechselwirkung 
deutlich bemerkbar macht —, muB man bei diesem Effekt anscheinend 
auch an eine mittelbare Wirkung der Hefe auf den N-Stoffwechsel 
denken, etwa in der Weise, daB nach vollstandiger Resorption des 
Hefe-N erst nachtraglich eine Erhéhung des Teiles des Kot-N eintritt, 
der sich aus N-haltigen Stoffwechselschlacken, die durch den Darm 
ausgeschieden werden, Sekret-N der Verdauungsdriisen, Bacterien, 
Epithelien usw. zusammensetzt. 

Ebenso iibereinstimmend sind unsere Ergebnisse beim Harn: Auch 
wir konnten bei unseren Versuchen nicht nur eine Erhéhung der Harn- 
menge, sondern auch eine erhebliche Erniedrigung des Harn-N unter 
der Wirkung der Hefeernahrung feststellen. 

Wir kénnen diese Gegeniiberstellung der Ergebnisse von Bickel 
und von uns nicht abschlieBen, ohne noch ein Bedenken zu der Deutung, 
die Bickel seinen Befunden zuteil werden laBt, anzumelden, ein Bedenken, 
das sich uns besonders vom Standpunkt des analytischen Chemikers 
aufdrangt: Die ,,Verinderungen in der Oxydationslage’, die Bickel 
findet, vor allem fast durchgingig eine Erhéhung des Harnquotienten 
C:N unter der Wirkung der Hefe, bezieht er mehrfach ausschlieBlich 
auf die Wirkung der im HefeeiweiB enthaltenen Aminosiuren. Da nun 
keines seiner Praparate mehr als 50° ,,Rohprotein® nach Fink (d.i. der 
Gesamt-N durch Multiplikation mit 6,25 als Eiweif ausgedriickt) 
enthalt, die EiweiBpraparate sogar noch weniger, und der tatsachliche 
EiweiBgehalt sicher hinter dem Rohprotein nicht unwesentlich zuriick- 

Biochemische Zeitschrift Band 312. 17 
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bleibt (vgl. unsere folgende 3. Mitteilung!), scheint es uns unerlaBlic! 
nachzuweisen, da die Nichtproteinreste von weit tiber 50%, tatsichlic/ 
nur aus ,,Ballaststoffen‘‘ bestehen, als welche sie Bickel mehrfach. s 
auch in der Zusammenfassung, bezeichnet. Einmal] deutet er selber 
an, daB méglicherweise auch Teile dieser Fraktion an der Stoffwechse| 
wirkung beteiligt sein kénnten, und zwar solche, die schon eher zu dei 
Gruppe der Wirkstoffe zu zahlen sind, wie Lecithin u. dgl. m. Beziiglich 
der dabei in einer Anmerkung mitgeteilten Lecithinbestimmungen i 
Hefen diirfen wir der Kiirze halber auf unsere gleichzeitig erscheinend 
Veréffentlichung tiber die Lipoide der Wuchshefen verweisen, in der 
wir die von uns gefundenen ungleich héheren Lecithinwerte begriinde: 

Um zu der Frage der Ballaststoffe zuriickzukehren, so muB man alsv 
nicht nur von diesem hohen Lecithingehalt erhebliche Stoffwechse|. 
wirkungen erwarten, sondern noch mehr von dem noch héheren Gehai 
an Nucleinsubstanzen. Wir lassen dabei offen, ob fiir eine solehe Wirkung 
mehr die Nucleinpurine oder der Nucleinphosphor oder beide zusamme), 
verantwortlich sind. Daf beide sowohl den Purin- als auch den Phosphor. 


stoffwechsel — und dieser hingt ja mit dem gesamten iibrigen Stoff- 
wechsel eng zusammen — nachhaltig beeinflussen, geht aus unseren 


obig mitgeteilten Harnsaure- und Phosphorbestimmungen im Blut- 
serum eindeutig hervor. 

Nimmt man noch hinzu, daB bekanntlich die Hefe neben ihrem 
Gehalt an EiweiB, Nucleinsubstanzen und Lecithin noch eine grofie 
Zah! von Vitaminen, Fermenten und anderen Stoffen enthalt, itber deren 
Stoffwechselwirkung mindestens nichts Genaueres bekannt ist, so 
leuchtet es ein, daB es schwer zu rechtfertigen ware, ihre Wirkung auf 
die ,,Oxydationslage“ allein auf ihre Aminosiurezusammensetzung 21! 
beziehen. — Dies ist jedoch eine Frage, die nur theoretisch von Inter- 
esse ist. 

Zusammenfassung. 


1. Es wurden an vier gesunden Personen wahrend ihrer normaler 
Beschaftigung Versuche mit Gaben von taglich 130 g Holzzuckerhefe 
(= 65 g Rohprotein) pro Person angestellt. 

2. Die Resorption dieses HefeeiweiBes ist fast ebenso gut wie dir 
von tierischem EiweiB.. 

3. Die N-Retention ist hoher als bei tierischem EiweiB. Vermutlic!: 
handelt es sich in der Hauptsache um Retention von Harnsaure, was 
jedoch an einem gréBeren Material bewiesen werden miiBte. 

4. Der hohe Gehalt an Nucleinsubstanzen hat namlich bei diesen 
groBen Mengen von Hefe eine starke Erhéhung der Harnsaure im 
Serum und der Harnséureausscheidung im Urin zur Folge. Damit 
verbietet sich vom medizinischen Standpunkt aus die Anwendung eine! 
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unpraparierten Hefe in Mengen, die fiir den EiweiBhaushalt ins Gewicht 
fallen kénnten. Fiir Leute mit uratischer Diathese, die im voraus nie 
zu erkennen ist, ist sie in dieser Form auf jeden Fall abzuraten. 

5. Der hohe Gehalt an organischer und anorganischer Phosphor- 
siure bedingt ebenfalls einen starken Anstieg derselben im Serum und 
eine starke Ausscheidung im Urin. Auch sie ist in diesem AusmaB vom 
airztlichen Standpunkt nicht unbedenklich (Phosphatsteine!); aber ein 
geringeres Ma von zusatzlicher Phosphorsaéurezufuhr wire als giinstig 
zu bezeichnen. 

6. Als SchluBfolgerung wird eine derartige Behandlung der Holz- 
zuckerhefe vorgeschlagen, daB Purinsubstanzen zum gréBten Teil ent- 
fernt werden und der Phosphorsaduregehalt herabgesetzt wird. 

7. GenuB von groBen Hefemengen scheint den Blutdruck zu senken. 
Die Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit wird kaum beeinfluBt. 

8. Es erfolgt ein kurzer Vergleich mit den Ergebnissen von Bickel, 
der ebenfalls mit Hefe Stoffwechselversuche anstellte. 


Literatur. 


Anselmino u. Hoffmann, Klin. Wochenschr. 1931, S. 2380; 1934, 
S. 1048. — Bickel, diese Zeitschr. 310, 355, 1942; Deutsch. med. Wochen- 


schrift 1941, 8.569. — Dirr u. v. Soden, diese Zeitschr. 309, 329, 1941. 

Dirr, Zeitschr. f. physiol. Chem. 260, 65, 1939. — Edlbacher, Kurz- 
gefaBtes Lehrbuch der physiologischen Chemie, 8. 231. Berlin u. Leipzig, 
Walter de Gruyter, 1936. — Liang u. Wu, Chin. J. Physiol. 12, 125, 
1937. — Nonnenbruch, Zeitschr. f. klin. Med. 131, 524, 1937; Verhandl. 
d. Deutsch. Ges, f. inn. Med. 1939, 8. 351. — Rubneru. Schittenhelm, Deutsch. 
med. Wochenschr. 1926, S.1; dieseZeitschr. 180, 426, 1927. Russel 
u. Nasset, Amer. J. of Physiol. 129, 454, 1940, zit. nach Chem. Centralbl. 
1940, II, 3502. Schittenhelm, Klin. Wochenschr. 1928, 8. 1214. - 


Schittenhelm, Massatsch u. Warnat, diese Zeitschr. 180, 454, 1927. 




















‘ber den Wert der Wuchshefen 
iir die mensechliche Erniihrune. 
Ett. Mitteilung: 


[ 
, 





Verdaulichkeit in vitro von verschiedenen Hefen im Vergleich zu andere, 
EiweiStrigern der mensechlichen Ernihrung ? °. 
Von 
0. von Soden und K. Dirr. 
(Aus der Il. Medizinischen Klinik der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 9, Mérz 19142:) 


Untersuchungen iiber den Wert des HefeeiweiBes fiir die mensch: 
liche Ernahrung, wie sie seit einiger Zeit an unserer Klinik im Auftray 
durchgefiihrt werden, waren bei unseren heutigen Kenntnissen nicht 
vollstandig, wenn sie sich allein auf die chemische Analyse, z. B. di 
Bestimmung des Gehalts an lebenswichtigen Aminosauren (1), be 
schrankten. Denn bis heute ist es noch nicht so, daB man die biologische 
Wertigkeit eines EiweiBkérpers einfach durch Aminosaéureprozente aus 
driicken kénnte, sondern die Analyse kann lediglich feststellen, o 
bestimmte Aminosauren, deren Lebenswichtigkeit schon heute fes: 
steht — man pflegt hierzu Arginin, Histidin, Lysin, Cystin, Tyrosin und 
Tryptophan zu zihlen —, tiberhaupt und in erfahrungsgemaB aus 
reichender Menge in dem Eiwei8 enthalten sind. Dagegen erméglicht 
sie keine Aussage iiber die Angreifbarkeit des Proteins durch die Ver- 


dauungsfermente und seine Verwendbarkeit im Stoffwechsel. End- 
giiitigen AufschluB in dieser Richtung gibt tiberhaupt nur der Er. 
nahrungsversuch, der daher auch von uns durchgefiihrt wurde (2). Diese: 
bietet jedoch fiir die Erkenntnis wieder den Nachteil, daB der unter 
suchte Nahrungsstoff im komplexen Geschehen des Gesamtstoffwechse!|s 
meistens eine mehr oder weniger groBe Anzahl verschiedener Einze|- 
wirkungen hervorruft, die sich in mannigfacher Weise iiberlagern 
kénnen. Es ist somit gewohnlich schwierig oder unméglich, sein Ver 
halten in einer einzelnen Phase des Stoffwechsels aus dem Gesamt- 


ernihrungserfolg zu erschlieBen. Fiir diesen Zweck bleibt man daher 


auf eine Art von Kompromif8 zwischen rein chemisch-systematischer 
und rein biologisch-empirischer Untersuchung angewiesen, das ist der 
Fermentversuch in vitro. Wenn man sich nur dariiber klar ist, daB dik 
Ubertragbarkeit absoluter Ergebnisse von Fermentversuchen auf dis 


1 [. Mitteilung: Diese Zeitschr. 309, 329, 1941: IT. Mitteilung: ebenda 
812, 233, 1942. 2 Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungs 
gemeinschaft. 
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Vorgange im lebenden Organismus sehr zweifelhaft ist, kann man 
dennoch durch den Vergleich des unbekannten Nahrungsstoffes mit 
bekannten unter genau gleichen Bedingungen zu einer Einordnung des 
unbekannten in eine empirische Wertskala der bekannten Stoffe ge- 
langen. Demnach stellt auch dieser Weg einen notwendigen und wert- 
vollen Bestandteil einer Untersuchung ttber den Wert des Hefeeiweibes 
fiir die menschliche Ernahrung dar und wir machen im folgenden 
Mitteilung von unseren Ergebnissen in dieser Richtung. 


Methodisches. 


Da wir von vornherein nur auf relative Ergebnisse Wert gelegt 
haben und da es andererseits aus naheliegenden Griinden erforderlich 
war, diese Ergebnisse mit méglichst geringem Aufwand an Zeit und 
Arbeitskraft zu erzielen, haben wir die gewohnlich ziemlich umstandliche 
Technik der Fermentversuche in diesem Falle so einfach wie mdéglich 
zu gestalten gesucht. Damit verbot sich fiir uns und fiir diesen Zweck 
die Isolierung von Fermenten aus Organen. Vielmehr konnten wir 
feststellen, daB kaufliche Fermentpraparate den gestellten Anforde- 
rungen durchaus geniigten, und zwar wahlten wir nach einigen Vor- 
versuchen das Pankreaspraparat ,,Pancrazym‘ der Firma Réhm & 
Haas A.-G. in Darmstadt. Dies enthalt nach der Deklaration einen 
groBeren Prozentsatz an Albumen und zeigt demgema} anfangs eine 
erhebliche Selbstverdauung. Nach einer Bebriitung von etwa 3 Tagen 
bei 38° kommt diese jedoch praktisch zum Stillstand, und nunmehr 
lassen sich mit der Fermentlésung zugesetzte Eiweibkérper in der 
iiblichen Weise verdauen. 

Gemessen wurde der jeweilige Stand der Verdauung ausschlieBlich 
an der Zunahme der freien Aminogruppen in dem Verdauungsgemisch, 
die im Apparat von van Slyke bestimmt wurden, und als Vergleichs- 
standard diente Casein. Somit bestand ein Versuch gewéhnlich aus 
vier Parallelansitzen, die nebeneinander bebriitet wurden. und zwar 

l. einem Kontrollansatz der angewandten vorverdauten Pancra- 
zymlosung allein, 

2. einem immer gleichbleibenden Vergleichsansatz von Casein und 
Pancrazvymlésung und 

3. und 4. zwei Versuchsansdtzen der untersuchten Eiweibtrager 
mit Pancrazymlésung. 

In all diesen Ansétzen wurde méglichst gleichzeitig in geeigneten 

- anfangs kiirzeren, spater langeren — Zeitabstanden in je einer oder 
zwei Proben der Aminostickstoff bestimmt, worauf die erhaltenen 
Werte in Kurvenform aufgezeichnet wurden. Eine Wiedergabe der 
Kurven eriibrigt sich, zumal sie in dieser Form noch ein irrefithrendes 
Bild geben. Die Zunahme der freien Aminogruppen hangt namlich 
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naturgemaB nicht nur von der Verdaulichkeit des Stoffes, sondern sel); 


wesentlich auch von der iiberhaupt verfiigbaren Zah! gebundene Pe 
Aminogruppen ab, die fiir die verschiedenen Eiweibtrager keineswey wu 
gleich ist. Erst dann also, wenn man fiir jedes Substrat die Zahl der i: 

einer bestimmten Zeit freigesetzten Aminogruppen zu der der iiberhaup 
verfiigbaren in Beziehung setzt, kann man zu vergleichbaren Zahlen Be 
werten gelangen, die tatsachlich einen Ausdruck fiir die Verdaulichkei: 

der Substrate darstellen!. In der nachstehenden Tabelle sind dahe: \ 
die bei den Verdauungsversuchen unmittelbar bestimmten Amino 
stickstoffwerte gleich in diesem Sinne in Verhaltniszahlen umgerechne: A 
wiedergegeben, um den Vergleich zwischen den verschiedenen Eiwei!: pl 
nahrungsmitteln und ReineiweiBpraparaten zu erleichtern. 


Erklarung der Bezeichnungen in der Tabelle. Ei 
na 
1. BH = Holzzuckertrcckenhefe der Deutschen Bergin A.-G. fiir Holz ng 
hydrolyse, Mannheim-Rheinau, Probe vom Marz 1941. N 
2. Sch = Futtertrockenhefe aus Holzzucker, erhalten von Dr. Scholl: 
am 26. Juni 19412. he 
3. AHT = Holzzuckertrockenhefe der Torneschen Futterhefegesellsc hat: 
m.b. G. Tornesch/Holstein. — Die Probe stammte zufallic = 
aus einer besonders ausgiebig autolysierten Operation von 
August 1941. Nr 
4. ZWH = Trockenhefe der Zellstofffabrik Waldhof, Werk Mannheim 
Waldhof, abgesandt am 29. August 1941. 
5. ARM = ,,Abfallhefe‘ der Firma Rudloff & Martz, Spiritusfabrik. 
Bernburg. — Diese Hefe bestand als einzige der von uns unte! 
suchten aus Kugelzellen, wahrend alle anderen langliche Zel| 1 
formen aufwiesen. Die Probe. die wir im August 1941 erhielten. ; 
war im April 1941 gewonnen. 3 
6. HW = Trockenhefe, auf Basis Buchenholz-Sulfitablauge geziichtet. 4 
von der I. G, Farbenindustrie A.-G., Werk Wolfen, abgesandt . 
am 17. Oktober 1941. : 
‘ 
1 Anmerkung. Im Falle der komplexen EiweiBnahrungsmittel wie Hefe. 
Sojamehl usw. miiBte man sogar genau genommen von dem Gesamt-NH,-N 
bevor man die Verdauungszunahme auf ihn bezieht, noch den Anteil al) 
ziehen (der gerade bei der Hefe von erheblicher Bedeutung ist), der auf vo: , 
vornherein in freier Form vorliegende niedrigmolekulare Aminoverbindunge! F 
entfallt. Da hieriiber jedoch noch keine genaueren Feststellungen vorliegen 2 
nach unseren vorlaufigen Untersuchungen ist dieser Anteil z. B. bei de: 
Hefen stark von den Ziichtungs- und Aufarbeitungsbedingungen (Auto 
lysierung!) abhangig, kann aber jedenfalls 10% des Gesamt-NH,-N wesent ] 
lich iiberschreiten —, haben wir bei unseren Berechnungen diese Kor I. 
rekturen noch vernachlassigt. — ? Es sei uns gestattet, auch an diese: : 
Stelle nochmals Herrn Dr. Scholler fiir die freundliche Uberlassung bz ; 
Vermittlung von dieser und anderen Proben herzlichst zu danken, ebens: if 
fiir sein jederzeit bewiesenes Entgegenkommen und gelegentliche techniscl« 1" 


Unterstiitzung unserer Arbeit. 
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fabelle. Verdaulichkeit verschiedener EiweiBnahrungsmittel 


und ReineiweiBpraparate mitdemTrypsinpraparat ,,Pancrazym* 
(Mittelwerte). 


Fermentlésung: 1,5g ,,Pancrazym‘S wurden mit n/l0 Natronlauge- 
Borat-Puffer von py 9,0 auf 30 ccm aufgefiillt und 3 Tage bei 38° bebriitet. 


Kontrollansdétze: 4cem der bebriiteten Fermentlésung wuiden mit 
Waser auf 20 ccm aufgefiillt: py = 8,4. 
Verdauungsansdize: 800 mg Casein ,,Hammarsten** bzw. Hefe usw., im 


Achatmérser feinst gepulvert, wurden mit 4cem Fermentlésung und Borat- 
puffer wie oben auf 20 ccm aufgefiillt: py = 8,4. 


Kontroll- und Verdauungsansaétze wurden nebeneinander unter Toluol 
hei 38° gehalten, teils mit, teils ohne Schiitteln (was keinen deutlichen 
EinfluB hatte). Vor der Bebriitung (,,Anfangswert**) und wahrend derselben 
nach z. B. 1, 2, 3, 4, 6und 24 Stunden (,,24-Stunden-Wert**), meist auch noch 
nach 2 und 3 Tagen, wurden nach griindlichem Umschiitteln je 2 cem zur 
NH,-N-Bestimmung direkt in den van Slyke-Apparat pipettiert. 


Der Gesamt-NH,-N wurde nach 20 Stunden Kochen mit HC! (20° ) 
bestimmt, 





Gesamt-NH.-N Anfangswert 24-Std.-Wert 24-Std.-Zunahme 
. EiweiBtriger “in % de! tg sie dae fa} MTN Si 5 Hy, Ver Rie 
Ne. BM in /0 des alles in % des Gesamt-NH,-N 
substanz , Sesamt-N 
1 2 3 4 EST ee nag ene Te aE 
Trockenhefen : 
1 BOON cae «area Ra 6,3 70 14,1 47,1 33,0 
i ER eee 6,7 69 18,1 47,9 29,8 
3 lee.» Para 6,2 71 18,6 45,3 26,7 
44 AMM 2.05... 6,2 71 12,3 48,0 35,7 
Bt BWE woe cess 5,5 69 19,7 50,5 30,8 
WP UEETE Goehi esses 5,6 71 28,3 56,6 28,3 
7 BSH(PreBh.).. 5,5 70 ris 52,5 40,8 
Alle Hefen, | ¢ " a >? ams 
{ Mittelwert 6,0 10 17,4 49,9 32,5 
BH nach Extr.: 
8 mit Alkohol ... 7,0 75 9,2 40,0 30,8 
9 » NaCl-Lésg. 6,4 78 7.4 33,2 25,8 
10 » njl0 NaOH 7,3 82 4,1 29,8 25,7 
Vergleichs- 
EiweiBtrager : 
LES OOM a ss ys etwa 11 76 4,9 41,9 37,0 
12. + Blutfibrin .... 11,8 77 1,2 34,2 33,0 
13. Pferdeserum .. 11,5 90 4,8 28,6 23,8 
14 Milei-W L7 .. 4,1 81 0,4 24,6 24,2 
15 WikingeiweiB .. 9,0 75 8,9 24,4 15,5 
16, Sojamehl ..... 6,3 75 749 19,7 11.8 


17. Ovalbumin.... 10,9 90 5,3 (ae 1,9 
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7. BSH eine um 4 Monate altere Probe gleicher Herkunft wie HW. di: 
wir frisch als PreBhefe erhalten und selber ohne sonstiy: 
Weiterbehandlung schnell getrocknet haben. 

8. BH, mit kochendem 85-, 80- und 70°,igem Alkohol weitgehend, aly 

nicht erschépfend extrahiert. 

9. BH, nach Extraktion mit Ather und Alkohol (im Soxhlet-Extrakto: 
mit heiBer 10° iger Kochsalzlésung ausgezogen, zentrifugiert, nacl 
gewaschen und getrocknet. 

10. BH, zuerst wie 9 behandelt, dann unmittelbar an die Behandlung mi: 
Kochsalzlésung, anschlieBend mit n/10 Natronlauge extrahiert, nac/ 
gewaschen und getrocknet. 

11. Casein nach Hammarsten (Schering). 

12. Getrocknetes Fibrin aus Tierblut. 

13. Getrocknetes Pferdeserum (Merck). 

14. Milei-W L 7, schlag- und backfahiges MilcheiweiBerzeugnis der Mile: 
Ges. m. b. H., Stuttgart. 

15. WikingeiweiB, FischeiweiBprodukt der Deutschen EiweiB-Ges. m. b. H., 
Hamburg. 

16. Sojamehl. 

17. Albumin aus Hiihnerei (Schering). 


Diskussion der Ergebnisse. 


Was zuerst die Fehlergrenzen anbelangt, so ist bei den Anfangs.- 
werten (Spalte 5) eine erhebliche Schwankungsbreite aus technischen 
Griinden kaum zu vermeiden. Dies gilt dementsprechend auch von 
den Zunahmewerten (Spalte 7), dagegen in viel geringerem Mabe von 
den 24-Stunden-Werten (Spalte 6). 


Hauptfehlerquellen sind einmal das Pipettieren der Analysenprobe aus 
dem inhomogenen Reaktionsgemisch — der Fehler aus einer etwaigen 
ungleichen Verteilung des Niederschlags wird dabei um so augenfilliger, 
je héher der Anfangswert des Substrats ist — und zum anderen die technisch 
bedingte Fehlergrenze des van Slyke-Verfahrens und der Apparatur 
Bayerle (3) nimmt als Fehlergrenze der einzelnen Bestimmung + 0,15 mg 
NH,-N an, das entspricht bei unseren Substraten je nach deren N-Gehalt 
1,5 bis 3% des Gesamt-NH,-N! Bei den absolut niedrigen Anfangswerten 
wirkt sich dies natiirlich besonders ungiinstig aus. Sie wurden daher zum 
teilweisen Ausgleich immer mehrfach bestimmt und aus den erhaltenen 
Werten das Mittel genommen. Die gleiche Unsicherheit iibertragt sich: 
selbstredend von den Anfangswerten auf die Differenzen zwischen 24-Stunden- 
und Anfangswerten, wahrend die 24-Stunden-Werte selber bei ihrer absoluten 
Hoéhe sehr viel genauer zu bestimmen und auBer durch Mehrfachbestim 
mungen auch durch die Gestalt der Kurve zu kontrollieren sind, Fiir alle 
Falle haben wir aber die Verdauung der BH zwélfmal, von anderen Hefen 
meist zweimal und von dem VergleichseiweiB Casein 16mal durchgefiihrt 
und quantitativ verfolgt, so daB die Differenzen zwischen den sich ent 
sprechenden Mittelwerten von Casein und den Hefen, wie sie aus der Tabelle 
hervorgehen, sicherlich als real anzusprechen sind. — SchlieBlich sei noch 
bemerkt, daB die Werte der Spalte 3 — Gesamt-NH,-N in der Trocken 
substanz — nicht auf éuBerste Genauigkeit Anspruch machen, sondern mu 
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einen Anhaltspunkt fiir den GesamteiweiBgehalt der untersuchten Substrate 
geben sollen, Es war uns namlich aus kriegsbedingten Griinden nicht 
méglich, alle Substanzen vor der Gesamtstickstoffbestimmung konstant 
zu trocknen, was zumal bei den Hefen auch auf besondere Schwierigkeiten 
st6Bt: Sie enthalten einige Prozent ihres Wassers so fest gebunden, daB es 
nur bei scharfster Trocknung (bei 70° im Hochvakuum iiber P,O,) gelingt, 
ihnen diesen Teil noch zu entziehen. Das hat aber zur Folge, da®B schon 
unter weniger scharfen Trocknungsbedingungen Gewichtskonstanz erzielt 
werden kann, ohne daf die erwahnten letzten Anteile des Wassergehalts 
entfernt sind. 

Was nun die Ergebnisse selber betrifft, so l4Bt sich, wiewohl eine 
Bewertung der Anfangswerte wie gesagt nur mit einer gewissen Vorsicht 
geschehen kann, doch mit Sicherheit feststellen, daB die Anfangswerte 
der unbehandelten Hefen erheblich iiber denen aller anderen untersuchten 
EiweiBtrager und auch weit iiber denen der extrahierten Hefen liegen. 
Dies erlaubt uns den SchluB, daB die héheren Anfangswerte der Hefen 
nicht etwa auf einem besonders hohen Gehalt der HefeeiweiSkérper 
an freien Aminogruppen beruhen, sondern darauf, da die Hefen unter 
ihren aminostickstoffhaltigen Substanzen neben EiweiB noch eine 
nicht geringe Menge niedrigmolekularer Aminoverbindungen enthalten. 


DaB das erstere nicht der Fall ist, laBt sich namlich auch aus dem 
bei den Hefen verhaltnismaBig besonders niedrigen Anteil des Amino- 
stickstoffs am Gesamtstickstoff (Spalte 4) entnehmen. Dieser liegt 
mit 70° weit unter den entsprechenden Werten aller anderen von uns 
untersuchten EiweiBtrager, steigt aber bei vorsichtiger Extraktion der 
BH unter weitgehender Erhaltung der eigentlichen HefeeiweiBkérper 
(Substrat 8, 9 und 10) steil an bis zu 82°, einem Wert, der sogar iiber 
dem Durchschnitt der sieben mituntersuchten VergleichseiweiBtrager 11] 
bis 17 liegt. Aus alledem ergibt sich wieder der zwingende SchluB, daB 
die Hefen einen bedeutenden Gehalt an niedrigmolekularen Stickstoff- 
und darunter auch Aminostickstoffverbindungen haben miissen. Diese 
sind leicht extrahierbar und vermutlich auch leicht resorbierbar, aber 
auf der anderen Seite heiBt das auch, daB der tatsachliche Eiweibgehalt 
der Hefen hinter dem ,,Rohprotein“ (d.h. Gesamt-N x 6,25), von dem 
er in der Literatur, besonders der popularwissenschaftlichen, leider 
nicht immer scharf genug getrennt wird, nicht unwesentlich zuriick- 
bleibt. Bei der BH z. B. diirfte nach noch im Gang befindlichen Unter- 
suchungen sowohl wie auch nach einer Naherungsrechnung iiber die 
Gesamtaminostickstoff- und die Anfangswerte das echte Eiwei kaum 
80% des Rohproteins erreichen. — Es erscheint uns iibrigens nicht 
uninteressant, dafs sowohl Richter (4) (5) als auch Biinger (6) (7) und in 
neuester Zeit wieder Mangold (8) mit ihren Mitarbeitern auf einem 
véllig anderen, namlich biologischen Wege, in Schweinefiitterungs- 
versuchen, ebenfalls zu ,,EiweiBwerten** gekommen sind, die um 80°, 
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des Rohproteins liegen. Da wir als physiologische Chemiker imme: 
danach streben, auf chemischem Wege biologisch wichtige und verwert 
bare Erkenntnisse zu gewinnen, ist uns eine solche Ubereinstimmun: 
zwischen auf chemischem und biologischem Weg» erhaltenen Ergeb 
nissen stets eine gewiinschte Bestitigung unserer Arbeit und ihre) 
,, Lebensnahe**, wie ein heute oft gehértes Wort, das zugleich ein Postula: 
darstellt, lautet. 

Nun liegen aber auch die Unterschiede zwischen den Anfangs 
werten der verschiedenen Hefen selber weit auBerhalb der Fehle: 
grenzen. Zur Begriindung dieser Erscheinung geben uns die Hefen ( 
und 7 (HW und BSH) einen Fingerzeig. Beide Proben entstamme 
der gleichen Fabrikation, wenn auch mit 4 Monaten Abstand, und es 
ist nicht leicht vorstellbar, daB sie urspriinglich so weitgehende Unter 
schiede in ihrer chemischen Natur aufweisen sollten, wie sie aus den 
verschiedenen Anfangswerten hervorzugehen scheinen, Dagegen be- 
stehen in der Tat Unterschiede in ihrer Aufarbeitungsweise: war di: 
BSH-Probe lediglich gewaschen, dann in lebendem Zustand bis zu 75° 
Wassergehalt abgepreBt und nach kurzem Transport von uns schne!! 
bei 100° getrocknet und danach gepulvert worden, so war die HW-Probe 
nach dem Auswaschen zunachst bei héherer Temperatur autolysiert 
und danach auf dem Walzentrockner in diinner Schicht bei hoher 
Temperatur schnell getrocknet. 

Theoretisch gibt es also zwei grundsitzlich verschiedene Méglich- 
keiten, um die groBen Unterschiede zwischen den Anfangswerten der 
verschiedenen Hefen zu erkliren: Entweder kénnen analytisch fest- 
stellbare Unterschiede in der chemischen Zusammensetzung bestehen. 
oder aber es kénnten auch nur die Hefezellen, insbesondere die Zell- 
membranen, in ihrer Durchlassigkeit gegeniiber Diffusionsvorgangen 
verschieden sein; physiologisch ware dies letztere keine ungewoéhnliche 
Vorstellung, sondern es waren auch hier alle Ubergange von fast vélliger 
Undurchlassigkeit bis zur vélligen Durchlassigkeit einer gewissermaBben 
schon durchlécherten, zerstérten Zellmembran fiir alle léslichen Stoffe 
durchaus denkbar und Analogien dafiir zur Geniige bekannt. Die ver- 
schiedenen Anfangswerte kimen dann nur durch verschieden schnelle 
Diffusion der niedrigmolekularen Aminostickstoffverbindungen in die 
umgebende Lésung, in der sie von der Bestimmung erfaBt werden. 
zustande. — Die beiden genannten grundsitzlich méglichen Unter- 
schiede kénnen ihrerseits wieder entweder in der Natur der Hefen, ihrem 
Stoffwechsel und ihren Ziichtungsbedingungen begriindet sein oder 
nur in den Manipulationen bei ihrer Aufarbeitung zur lagerfahigen und 
abgetéteten Trockenhefe, bei denen die einzelnen Firmen sicherlich 
verschieden vorgehen. Z.B. kénnte bei der Aufarbeitung schon eine 
irgendwie geartete Hydrolyse eintreten, etwa durch autolytische Fer- 
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mente noch vor deren Abtétung durch die Hitze oder sogar durch die 
Kinwirkung von Wasser und Wasserdampf bei hohen Temperaturen 
und leicht saurem py. Ebenso wire es aber vorstellbar, daB bei der 
Aufarbeitung die Zellmembranen mehr oder weniger stark geschidigt 
wiirden. Eine logische Folgerung aus der ausschlieBlichen | Annahme 
dieser zweiten Méglichkeit, bei der man lediglich physikalisch-chemische 
Zustandsainderungen der Hefezellen, wie sie bei EiweiBkérpern immer 
zu erwarten sind, zu unterstellen brauchte, ware allerdings die, daB 
der Gehalt an niedrigmolekularen Aminostickstoffverbindungen — bei 
allen Hefen gleich gro8 sein und in seiner Héhe dem héchsten gefundenen 
Anfangswert, also 28,3°% (bei der HW), vermindert um den durch- 
schnittlichen Anfangswert reiner Eiwei®Bk6rper oder den der extrahierten 
Hefen, entsprechen miibte. Zu dieser Behauptung wird man sich aber 
auch nicht leicht entschlieBen kénnen. AuBerdem sollten ja bei der 
Aufarbeitung der Hefesuspensionen zur Trockenhefe eigentlich schon 
die Zellmembranen zerrissen sein. 

Brechen wir diese Erérterung hier ab: Es lassen sich Argumente 
fiir alle vier Méglichkeiten — analytisch-chemische Verschiedenheit 
von Natur aus und von der Aufarbeitung her und physikalisch-chemische 
Zustandsainderungen bei der Ziichtung oder bei der Aufarbeitung 
beibringen, aber auch gegen jede von ihnen. Experimentell lieBe sich 
die Frage durch Verfolgung der Anfangswerte der Hefen in den ver- 
schiedenen Stadien der Herstellung und unter Variation aller Be- 
dingungen zweifellos entscheiden, aber von praktischen Gesichtspunkten 
aus stehen vorlaufig noch andere Fragen mehr im Vordergrund des 
Interesses. — Darum geniige in diesem Zusammenhang auch lediglich 
ein Hinweis auf die erheblichen und sicher wenigstens qualitativ realen 
Differenzen zwischen den Anfangswerten der verschiedenen Vergleichs- 
eiweiBtrager, tiber die sonst noch manches zu sagen ware. 

Der eigentliche AnlaB auch dieser Untersuchung war ja nicht das 
Bestreben, iiber die stickstoffhaltigen Fraktionen der Hefe AufschluB 
zu erhalten — die diesbeziiglichen im vorhergehenden besprochenen 
Erkenntnisse sind nur gleichsam nebenbei angefallen und sollten daher 
nicht ganz tibergangen werden —, sondern der Wunsch, fiir die Ver- 
daulichkeit des HefeeiweiBes unter experimentell einfachen und klaren 
Bedingungen, die dabei von den physiologischen der Verdauung nicht 
allzu verschieden sein sollten, einen zahlenmaBigen Ausdruck zu 
finden, mit dessen Hilfe man die Hefen mit anderen bekannten Eiweib- 
tragern vergleichen kénnte. Einen solchen Ausdruck sollte am ehesten, 
wie oben schon begriindet wurde, die Zunahme der freien Aminogruppen 
in einer bestimmten gleichbleibenden Zeit unter bestimmten gleich- 
bleibenden Bedingungen darstellen, also z.B. die Zunahme nach 
24 Stunden Verdauung, wie sie in Spalte 7 verzeichnet ist. Wie ebenfalls 
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bereits erwahnt, sind aber diese durch die Abhangigkeit von den etwa- 
unsicheren Anfangswerten und die dadurch bedingte Schwankune- 
breite nicht so gut verwertbar wie die 24-Stunden-Werte (Spalte ( 
selber. Wir miissen daher immer beide Werte zugleich betrachten, un 
ein klares Bild zu erhalten. 

Das Ergebnis dieser Betrachtung und des Vergleichs der Hefe), 
mit den iibrigen EiweiBtragern kann man nur als auBerordentlic!: 
positiv bezeichnen, wenn man eine Bewertung der Hefen fiir die menscl: 
liche Ernahrung darauf begriinden will: Die 24-Stunden-Werte de) 
Hefen liegen durchweg iiber denen der Vergleichssubstrate und in den 
durehschnittlichen Nettozunahmen werden die Hefen nur vom Blut 
fibrin erreicht und vom Casein iibertroffen. Dagegen bleiben Serum. 
eiweiB von Pferden und die EiweiSkomponente des Milei-W L 7 weit 
hinter den Hefen zuriick und Ovalbumin wurde unter den angewandten 
Bedingungen tiberhaupt kaum angegriffen, selbst wenn man noch dic 
Fehlergrenzen von Anfangs- und 24-Stunden-Wert der Nettozunahme 
zugute kommen lassen wollte. Auch die seit einigen Jahren vielgenannten 
EiweiBtrager Sojamehl und Wikingeiwei8 (FischeiweiBprodukt mit 
hohem EiweiB- und hohem Aschegehalt) reichen in ihrer Verdaulichkeit 
bei unserer Anordnung nicht entfernt an die Hefen heran. Beide wurden 
oft fiir die SchlieBung der ,,EiweiBliicke‘‘ empfohlen, diirften aber an 
Nahr- und Heilwerten den Hefen erheblich unterlegen sein. 

Ein Vergleich der verschiedenen Hefen unter sich ergibt auch kein 
einheitliches Bild. Dies gilt aber vergleichsweise vielmehr von den 
Anfangswerten und den von ihnen abhangigen Nettozunahmen als von 
den 24-Stunden-Werten. Aus den letzteren kénnte man den Eindruck 
gewinnen, da8 die Sulfithefen 5, 6 und 7 der ARM und noch mehr den 
Holzzuckerhefen 1, 2 und 3 in der Verdaulichkeit iiberlegen seien. Bei 
Betrachtung von Spalte 7 verwischt sich dieser Eindruck allerdings 
wieder: hier sind es nur die BSH und héchstens noch die ARM, die 
wesentlich héhere Zunahmen aufzuweisen haben. Im iibrigen hangt 
die endgiiltige Beurteilung der Verdauungswerte der Hefen, wie sie in 
der Tabelle verzeichnet sind, weitgehend von der Beantwortung der 
oben bei der Besprechung der Anfangswerte erérterten Fragen ab. Je 
nachdem kann man namlich die Zunahmen entweder a!s wirklichkeits- 
getreuen Ausdruck der Verdaulichkeiten auffassen oder auch nur als 
mehr oder weniger zufallig zustande gekommene Summen aus einer 
echten, auf EiweiSverdauung beruhenden Zunahme und einem vorher 
latent gewesenen und erst im Laufe der Verdauung durch Diffusion 
oder AufschluB manifest gewordenen Rest von Aminostickstoff niedrig- 


molekularer Verbindungen, also sozusagen einem ,,Rest von Anfangs- 
wert’’ ansehen. Nimmt man das letztere an — und dafiir bietet der 
Vergleich von BSH und HW zweifellos gewisse Anhaltspunkte —-, so 
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vare die echte Verdaulichkeitszunahme héchstens mit etwa 28°,, des 
(esamtaminostickstoffs anzusetzen und der Anfangswert entsprechend 
héher, so daB die Summe von beiden, der 24-Stunden-Wert, natiirlich 
vleichbliebe. Auch ein echter Zunahmewert von nur 26°), lieBe sich 
noch aus den Werten der stark extrahierten Hefen 9 und 10 begriinden. 
Aber selbst in diesem Falle bleibt die Verdaulichkeit der Hefen und 
das ist fiir uns das Entscheidende noch immer eine sehr gute und 
rangiert auch weiterhin in unserer Vergleichsreihe nur hinter denen 
von Casein und Blutfibrin, jedoch vor denen aller anderen untetsuchten 
EiweiBtrager. 

Der Vollstandigkeit halber sei noch erwahnt, daB wir auch eine 
gréBere Zahl von Versuchen mit Pepsinverdauung durchgefiihrt haben. 
Hier gilt aber praktisch nicht nur fiir die Anfangswerte, sondern auch 
fiir die (Pepsin-) Endwerte, die nicht sehr wesentlich iiber jenen liegen. 
das, was wir oben iiber die technisch bedingte Unsicherheit der Anfangs- 
werte gesagt haben. Die (Pepsin-) Zunahmen lagen demmnach regel- 
maBig innerhalb der unvermeidlichen Fehlergrenzen. Auffallend war 
ferner, daB bei Trypsin-, d.h. .,Pancrazym‘‘-Verdauung nach vorher- 
gehender Pepsinverdauung die (Trypsin-) Endwerte nicht héher lagen 
als auch ohne Pepsinverdauung. Wir haben daraufhin spater auf die 
Pepsinverdauung ganz verzichtet. 

Die wesentlichsten Erkenntn'sse und Ges'chtspunkte, die sich aus 
unseren Versuchen ergeben haben, sind damit angedeutet und _ sie 
fiihren u. E. zu der SchluSfolgerung, daB mit Hilfe der von uns an- 
gewandten experimentell relativ einfachen Arbeitsweise eine Fiille 
verschiedenster Fragen — sowoh] iiber die chemische Natur der Wuchs- 
hefen als auch iiber ihren Wert fiir die menschliche Ernahrung — nicht 
nur aufgetan, sondern auch beantwortet werden kann, sofern man in 
dieser Richtung weiterarbeitet. 


Zusammenfassung. 

Sieben technische Wuchshefen verschiedenster Herkunft, sechs 
Trockenhefen und eine PreBShefe, darunter drei Holzzucker- und drei 
Sulfithefen, wurden einer tryptischen Verdauung mit einer vorver- 
dauten Lésung des Pankreas-Praparates ,,Pancrazym* (Réhm & Haas, 
A.-G., Darmstadt) unterworfen, ferner unter gleichen Bedingungen 
drei im Laboratorium verschieden stark extrahierte Hefeprodukte und 
sieben VergleichseiweiBtrager. Die quantitative Verfolgung der Ver- 
dauung geschah durch fortlaufende Bestimmungen der freien Amino- 
gruppen nach van Slyke. 

Aus den teilweise statistisch gesicherten Ergebnissen geht eine 
ausgezeichnete Verdaulichkeit in vitro aller untersuchten Hefen hervor, 
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da diese héchstens von Casein und Fibrin darin tibertroffen werde 
sonst aber allen anderen untersuchten EiweiBtragern, darunter Soj 
meh] und Wikingeiwei8, weit iiberlegen sind. 

Die nicht sehr groBen Unterschiede zwischen den Hefen selker, «i: 
sich hauptsichlich auf die Anfangswerte beziehen, kénnen mit dew, 
verliegenden Versuchsmaterial noch nicht sicher gedeutet werden; di 
theoretischen Méglichkeiten werden erértert und die Wege zu eine: 
experimentellen Beantwortung der noch offenen Fragen gewiesen. 

Soviel wie feststehend ist schon jetzt, daB nur etwa 80°, des 
,,Rohproteins‘‘ der Hefen aus echtem EiweiB bestehen. 

Versuche einer Vorverdauung mit Pepsin waren aus versuclis 
technischen Griinden schwer quantitativ zu verfolgen und hatten au! 
den Ausfall der anschlieBenden Trypsinverdauung keinen deutlichey 
EinfluB. 
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Uber den Wert der Wuchshefen 
fiir die menschliche Erniihrung. 
IV. Mitteilung: 
Uber die Lipoide der Wuchshefen ':”. 
Von 
K. Dirr und 0. von Soden. 
(Aus der I]. Medizinischen Klinik der Universitat Miinchen. ) 


(Eingegangen am 9. Mérz 1942.) 


Einleitung. 


Bei der bisherigen Untersuchung der HefeeiweiBkérper von 
Bier- und Wuchshefen (1—4) — hat sich ergeben, daB diese sich bei 
den derzeit iiblichen Ziichtungsmethoden sowohl nach der Menge als 
auch nach der Aminosdéurezusammensetzung nur in vergleichsweise 


engen Grenzen mit den Ziichtungsbedingungen andern. — Das Gegenteil 
scheint nun von den Hefelipoiden zu gelten: Die Lipoidfraktion der 
Hefen und ahnlicher Mikroorganismen ist nach allem, was wir heute 
dariiber wissen, derjenige Anteil, der am allerstarksten auf Anderungen 
in den Ziichtungsbedingungen reagiert, und zwar sowohl quantitativ 
wie qualitativ, d.h. in ihrer Zusammensetzung aus den einzelnen 
Lipoidarten. Wir erinnern etwa an die langjabrigen und nur zum Teil 
verOffentlichten Versuche zur biologischen Ergosterin- und Fett- 
synthese aus einfachsten Rohstoffen mit Hilfe solcher Mikroorganismen, 
z.B. von Halden und Mitarbeitern (5—8), die 36°, Gesamtlipoid- 
gehalt (gegen normal um 5°) mit einem Drittel Ergosterin erzielten, 
ferner von Fink und Haeseler (9—11). (Vgl. auch 12—15). Aber auch 
die verschiedenen Hefen, die heute schon groBtechnisch erzeugt werden, 
scheinen nach unseren Untersuchungen, deren erste Ergebnisse im 
folgenden mitgeteilt werden, bereits recht groBe Unterschiede im 
Lipoidgehalt aufzuweisen. 

Bei der Vielfalt der Nahrmedien, auf denen schon heute Wuchs- 
hefen geziichtet werden — in Zukunft diirften noch manche neuen 
hinzukommen — und angesichts der gegebenen Méglichkeit (im Gegen- 
satz zur Bierhefegewinnung), die Ziichtungsbedingungen einer nur auf 
die Hefe und nicht auf das Nahrmedium gerichteten Erzeugung in 


1 [. Mitteilung: diese Zeitschr. 309, 329, 1941; II. und IIT. Mitteilung: 
ebenda 312, 233, 252, 1942. — ? Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen For- 
schungsgemeinschaft. 
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weiten Grenzen dem Erzeugungszweck anzupassen, sind von eine: 
umfassenden Untersuchung der Lipoide der Wuchshefen mit Sicherh: 
wichtige und praktisch verwertbare Erkenntnisse zu erwarten. Unte: 
den derzeitigen Umstanden muBten wir freilich darauf verzichten, d 
hier noch bestehende Liicke so sorgfaltig auszufiillen, wie das z. }} 
Anderson (16-18) fiir die Bierhefe getan hat; wir haben uns lediglic! 
die Aufgabe setzen kénnen, die von medizinischen und kriegswirtschaft 
lichen Gesichtspunkten aus wichtigsten Fragen in groBen Ziigen eine: 
ersten Klarung zuzufiihren. Leitender Gesichtspunkt war uns dabei 
wie in dieser ganzen Untersuchungsreihe, die Frage nach dem Wert 
der Wuchshefen fiir die menschliche Ernahrung. 

Von der bisherigen Erforschung der Lipoide der Wuchshefen gi\t 
noch mehr als von der der EiweiBkérper das, was wir schon anlaBlich 
unserer EiweiBuntersuchungen feststellen konnten (2), daB namlich 
die Zahl und der Umfang der bisher vorliegenden Arbeiten in diese: 
Richtung erstaunlich klein ist. Von den mancherlei Arbeiten, die in 
den Forschungslaboratorien der interessierten Industrien durchgefiihrt 
sind und noch werden, kénnen wir hier absehen, da sie einerseits nicht 
veréffentlicht zu werden pflegen und andererseits sich u. W. noch 
weniger mit der Aufteilung der Gesamtlipoide in die einzelnen chemischen 
Klassen, also Fette, Fettsiuren, Fettalkohole, Wachse, Phosphatide 
Cerebroside, Steroide, Carotinoide und Kohlenwasserstoffe, beschaftigen 
als vielmehr mit den Beziehungen zwischen Gesamtlipoidgehalt und 
Ziichtungsbedingungen. 

In der uns zuginglichen Literatur sehen wir lediglich zwei Origina|- 
arbeiten, die sich auch mit den Lipoiden der Wuchshefen fliichtiy 
beschaftigen, und diese stammen wieder, wie fast alles, was wir bisher 
von der Biochemie der Torula utilis wissen, aus dem Laboratorium 
und der Schule von Fink (1) (19). Aber auch Fink und Just haben nu 
gleichsam nebenbei anlaBlich der chemischen Untersuchung von auf 
verschiedenen Nahrmedien geziichteten Toru/aarten, hauptsachlich aut 
ihre EiweiBk6érper, auch eine Bestimmung ihres Gehalts an ,,Rohfett 
ausgefiihrt, und zwar fanden sie bei fiinf Hefen, darunter auch zwei 
Sulfithefen, 1,68 bis 5,95°, Rohfett in der Trockensubstanz. 

Unter Rohfett verstehen sie dabei das, was der Mediziner und wol)! 
auch meist der physiologische Chemiker als ,,Gesamtlipoide‘t zu bezeichner 
pflegen, namlich alles, was sich mit Ather extrahieren laBt (in diesem Fal|: 
nach Zerreiben der Zellen mit Quarzsand in der Kugelmiihle). Hierbe: 
wird gewéhnlich stillsechweigend vorausgesetzt, daB alle Bestandteile des 
Untersuchungsmaterials, die sich, allein betrachtet, in Ather lésen, uni 
andererseits auch nur diese sich mit Ather tatsachlich extrahieren lasse1 
Beide Voraussetzungen treffen aber keineswegs immer zu: Am eheste! 
kann man es noch von der zweiten im allgemeinen annehmen; immerlhi! 
kann z. B. eine atherische Lecithinlésung u.U. groBe Mengen von Pr 
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teinen, anorganischen Salzen u. a. Nichtlipoiden aufnehmen, aber praktisch 
wird dieser Fall selten eintreten. Um so haufiger ist die erste Voraussetzung 
nicht erfiillt ; in diesen Fallen lassen sich also nicht alle atherléslichen Anteile 
aus dem biologischen Material mit Ather extrahieren. Von der Léslichkeit 
der reinen Stoffe, etwa in Ather, ist also die Extrahierbarkeit aus biologisehem 
Material mit dem gleichen Lésungsmittel scharf zu trennen:; letztere hangt 
namlich von der ersteren nur insoweit ab, wie die fraglichen Stoffe in diesem 
Material wirklich in isolierter Form, etwa als physikalisches Gemisch, 
vorliegen und nicht, wie es urspriinglich meistens ist, als hochmolekulare, 
wasserlésliche (wenigstens kolloidal) und dafiir oft atherunlésliche Ver- 
bindungen, Dies ist néimlich zweifellos die Form, in der die Lipoide im 
lebenden Organismus weitestgehend vorkommen, z. B. im Serum; denn 
das Leben, d. h. die chemischen Vorgange, aus denen sich das Leben zu- 
sammensetzt, spielt sich ja unter Beteiligung der Lipoide in wasserigem 
Medium ab. Nun sind allerdings diese ,,.Verbindungen", die im allgemeinen 
nicht etwa als echte chemische Verbindungen mit homédo- oder hetero- 
polaren Hauptvalenzbindungen aufzufassen sind, meist viel weniger stabil 
als die letzteren und kénnen mehr oder weniger leicht gespalten werden. 
So geniigt z.B. Aikohol als kraftiges Denaturierungsmittel in fast allen 
‘allen, um die Lipoid-Eiwei}-Komplexe (auch .,Lipoproteide*‘ genannt) zu 
spalten und damit die Lipoidkomponente fiir die Extraktion mit Ather 
freizumachen; darauf beruht ja die fast allgemeine Anwendbarkeit der als 
Bloorsches Reagens bekannten Alkohol-Ather-Mischung zur Lipoidextrak- 
tion, Oft sind aber auch die Nebenbindungen der Lipoide an Nichtlipoid- 
komponenten so schwach, daB schon die Zugabe jedes anderen mit Wasser 
nicht mischbaren Lésungsmittels, also auch von Ather, das Gleichgewicht 
vollig auf die Seite der freien Komponenten verschieben kann. Das be- 
deutet praktisch, da8B man mit jedem Lésungsmittel und jedem Extraktions- 
verfahren (fiir Lipoide) irgendeinen Teil der im Untersuchungsmaterial 
vorliegenden Lipoide erfassen kann, aber sich dabei vergewissern mu, ob 
nicht im Riickstand noch fester gebundene Lipoide — oft der gréBere Teil — 
zuriickgeblieben und der Extraktion entgangen sind. Uber das Vorgehen 
im Einzelfall lassen sich im iibrigen gar keine Regeln aufstellen, da jedes 
Material andere Verha!tnisse aufweisen und daher andere Methoden er- 
fordern kann. 

Aus all diesen Griinden hat der Begriff .,.Lipoide’’ etwas recht 
Unklares und Unexaktes an sich, was auch schon oft und von namhaften 
Forschern der exakten Forschungsrichtung (nomen est omen: Das Wort 
,exakt bedeutet in dieser Zusammenstellung urspriinglich ,,ausitbend™, 
aber eine ,,unexakte exakte*‘ Wissenschaft ist eben, wenn sie erfolgreich 
sein soll, praktisch undenkbar), was also schon oft als stérend empfunden 
und geriigt worden ist, ohne daB es jedoch bisher gelungen wire, das 
kurze und bequeme Wort zu verdrangen oder durch ebenso kurze und 
dabei exaktere Begriffe zu ersetzen. Auch wir haben daher unsere 
,exakten’’ Bedenken zuriickgestellt und das vielumstrittene Wort 
iibernommen, sind allerdings der Meinung, daf jeder, der es gebraucht, 
solange es eine allgemein anerkannte Definition dafiir nicht gibt, seine 
Definition, d.h. was er darunter versteht, wenigstens an einer Stelle 


klar aussprechen solite. Wir wollen also in unseren Arbeiten ab- 
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weichend z. B. von Edlbacher (20) darunter diejenigen, zu Beginy 
dieser Mitteilung bereits aufgezahiten, Stoffklassen verstehen, dic 
praktisch alle in biologischem Materia! anzutreffenden Bestandtei|: 


umfassen, die sich in den sog. Fettlésungsmitteln, also Ather, Petrol. 
ather, Benzin, Benzel, Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff usw., lésey 
Alkohol und Aceton rechnen wir nicht zu dieser Reihe, denn sie |ésey 
zwar auch viele Lipoide, aber eine Definition der Lipoide kann man 
darauf natiirlich nicht begriinden, da sich auch zahlreiche andere 
organische und anorganische Stoffklassen in diesen Lésungsmitteln 
lésen. In geringerem MaBe gilt dies freilich von den anderen eben auf 
geziblten Lésungsmitteln auch, darum halt man sich am besten immer 
noch an die chemische Einteilung nach den genannten Stoffklassen. 


Die Auffassungen iiber die Lipoidverhaltnisse im lebenden Orga. 
nismus und deren praktische Bedeutung, wie sie hauptsachlich beim 
Studium der Serumlipoide herausgebildet worden sind, erfahren im 
iibrigen eine eindrucksvolle Bestatigung beim Studium der Hefelipoide 
und vermégen zugleich die dabei beobachteten, scheinbar ganz will- 
kiirlichen Erscheinungen zu erklaren und den Weg fiir ein erfolgreiches 
Vorgehen wenigstens grundsatzlich zu weisen. 


Zur Methodik. 


Als wir das Gebiet der Lipoide der Wuchshefen in unsere Unter. 
suchungen miteinbezogen, betraten wir, wie gesagt, weithin unberiihrten 
Boden, und dem entsprachen auch die rein technischen Schwierigkeiten 
der Urbarmachung, die sich uns gleich von Anfang an entgegenstellten 


Die Arbeiten iiber die Lipoide der Bierhefe (siehe oben) konnten uns 
methodisch nicht viel helfen, da sie alle von der frischen, lebenden Hefe 
und deren Autolysaten ausgehen, wir dagegen abgetétete und hitzekoagulierte 
Trockenhefen als Ausgangsmaterial hatten, die sich in jeder Hinsicht von 
den ersteren wesentlich unterscheiden und vor allem der Abtrennung de: 
Lipoide offenbar viel gréBeren Widerstand entgegensetzen. Auch Fink und 
Just (1) haben sich mit der Methodik nicht naher befaBt, sondern begniigen 
sich im BewuBtsein der Kompliziertheit der Verhaltnisse damit, in de1 
Diskussion von ihren oben wiedergegebenen Werten fiir den Rohfettgehalt 
der Hefen zu schreiben, da sie wohl als mehr oder weniger zufallig zu be 
trachten seien, und gehen daher auch nicht weiter auf sie ein; die Klarung 
dieser Verhaltnisse war ja nicht ihr Ziel bei der zitierten Arbeit. 

Die erste Bedingung, die wir uns bei Beginn der Extraktions 
versuche stellten, war die, daB die Untersuchungsproben nach Méglich.- 
keit nicht durch Mischen mit irgendeinem Hilfsstoff wie Quarzsand 
u.dgl. m. verunreinigt werden sollten, damit nicht nur die Extrakte, 
sondern auch die Riickstande auf ihre samtlichen Eigenschaften, 
gegebenenfalls auch im Ernahrungsversuch, gepriift werden kénnten. 
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Wir begannen also damit, die im Moérser fein zerriebene Hefe (die 
weitaus meisten Versuche wurden vorlaiufig noch mit Bergin-Holzzucker- 
hefe angestellt) im Sowhlet-Extraktor mit Ather zu extrahieren, Der 
Ather wurde alle 2 Tage gewechselt, abgedampft und von dem jeweiligen 
Verdampfungsriickstand Gewicht, Stickstoff- und Phosphorgehalt er- 
mittelt. Die Extraktion kam nach 3 Wochen noch nicht zum Ende 
und wurde schlieBlich abgebrochen. Die Verdampfungsriickstande 
erstarrten zu einer gelblichweiBben Kristallmasse, aus der Ergosterin 
isoliert werden konnte. Die quantitativen Daten der Extraktion ent- 
sprechen im wesentlichen denen, die in Tabelle [, Spalte 3, wieder- 
vegeben sind. 

Die Extraktion einer in der Kugelmiihle staubfein gemahlenen 
Probe verlief nicht wesentlich anders. 

Auf diesen MiBerfolg hin stellten wir zahlreiche Versuche an, um 
ein Verfahren zu finden, mit dessen Hilfe entweder die Zellmembranen 
oder etwa stérende Proteinkoagulate zerstért oder durchlassig gemacht 
werden kénnten, ohne da die wertvollen Inhaltsstoffe der Zellen 
merklich geschadigt wiirden. Die meisten Versuche verliefen bei mikro- 
skopischer Kontrolle negativ, d.h. die einzelnen Zellen schienen un- 
beschadigt und als einzige feste Koérper in der angewandten klaren 
Lésung zu schwimmen, so auch bei Behandlung der Hefe in unver- 
indertem Zustand und auch mit Wasser zu einem Teig angeriihrt 
mit fliissiger Luft. Versuche, die Zellen durch osmotische Einwirkungen 
mi schadigen, hatten ebenfalls keinen sichtbaren Erfo’g. Sauren und 
Alkalien greifen naturgemaB von bestimmten Konzentrationen und 
Hitzegraden ab die Zellen zwar an, aber zugleich verrat eine Braun- 
firbung der Lésung, dal weitergehende Zersetzungen  auftreten. 
SchlieBlich fanden wir, dafs unter der Einwirkung von organischen 
Lésungsmitteln, besonders in der Hitze, die Zellen in irgendeiner Weise 
geschadigt werden: Unter dem Mikroskop sind keine einzelnen Zellen 
mehr zu sehen, sondern nur noch verklebte Zellagglomerate, wahrend 
in der Lésung kleine Trépfehen schwimmen und beim Eintrocknen 
zuweilen Kristalle erscheinen. Als am wirksamsten erwies sich wasseriger 
Alkohol, etwas weniger Aceton, Toluol, Essigester u.a., als kaum 


wirksam z. B. Ather und Kisessig. Die Wirkung ist auch nicht bei 


allen Hefen immer die gleiche. 


Destilliert man das Lésungsmittel unter standigem Rithren und 
Mischen wieder ab, so hinterbleiben sandige bis brécklige Massen, 
héchstens unwesentlich dunkler als das Ausgangsmaterial gefarbt, die 
je nach Art der Hefe leicht (z. B. Berginhefe) bis schwer und teilweise 
veradezu unméglich zu pulvern sind. Unterwirft man diese Produkte 
einer Extraktion mit Ather oder Petroliither, so fiirbt sich das Lésungs- 
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mittel bereits in wenigen Stunden kraftig gelbbraun. Wechselt mai 
es nun, so zeigt sich, da die Extraktion schon zum gréBten Teil e1 
ledigt ist und etwa bis zu 2 Tagen nur noch geringe Mengen, danac}, 
héchstens noch Spuren von Substanz extrahiert werden (vgl. Tabelle | 
Spalte 2). 

Der Verdampfungsriickstand stellt einen klaren, bei den verschiedenen 
Hefen mehr oder weniger zihen Syrup dar, in dem zuweilen Kristalle aut 
treten, die bisher nicht naher untersucht werden konnten. In mehrerei 
Proben wurde nach Verseifung mit n/l Salzsiure am RiickfluB ound 
Abtrennung der Fettséuren das Verhaltnis von Aminostickstoff zu Gesamt 
stickstoff bestimmt (s. Tabelle 1). Andere Proben wurden mit Aceton 
behandelt, wobei etwa 20°, in Lésung gingen; der geléste Anteil enthielt 
nur wenig Stickstoff und Phosphor, war nach Abdampfen des Acetons auch: 
in Chloroform leicht léslich und gab intensivste Ergosterinreaktion. 

Die extrahierte Hefe in der Hiilse wurde in verschiedener Weise 
weiterbehandelt. Entweder wurde sie nach dem Trocknen weiter im 
Soxhlet mit absolutem Alkohol extrahiert; dieser farbt sich anfangs 
tiefbraun, spater unter Abscheidung eines schwerléslichen und an der 
Luft zersetzlichen Niederschlages nur mehr gelb bis hellbraun. Uher 
die Natur dieser Ausscheidungen, die jedenfalls nicht zu den Lipoiden 
gehéren, soll spater ausfiihrlich berichtet werden. Insgesamt kénnen 
durch den Alkoho! nochmals etwa 10 bis 12°, der Hefetrockensubstanz 
mit 12 bis 14% des Gesamtstickstoffs extrahiert werden, aber dic 
Extraktion dauert auch u.U. wochenlang. Aus den Verdampfungs- 
riickstanden des Alkoholextrakts laBt sich nochmals ein atherléslicher 
Anteil von etwa 3,5°% des Ausgangsmaterials mit 1,65°, N-Gehalt 
und 2,9% P-Gehalt (N:P = 1,3) gewinnen. 


Der Heferiickstand von der Alkoholextraktion, iiber dessen Ver- 
daulichkeit und analytische Zusammensetzung wir an anderer Stelle 
berichten (3) (4), kann u.a. zur weiteren Untersuchung der stickstoff. 
haltigen Anteile der Hefe dienen. 


Versuche zur Extraktion mit wiasserigem Alkoho] verschiedener 
Konzentration sind ebenfalls bereits unternommen worden, aber die 
Ergebnisse sind noch nicht geniigend gesichert fiir eine Veréffent- 
lichung. 

Die andere Méglichkeit zur Weiterverarbeitung des Heferiickstandes 
von der Petrolitherextraktion ist die, da man ihn erneut der oben 
geschilderten ,,AufschluB"-Behandlung unterwirft, dann wieder mit 
Petrolather extrahiert, danach wieder aufschlieBt und wieder extra- 
hiert usw. Auf diese Weise wurden z. B. in Fortsetzung des in 
Tabelle [ wiedergegebenen Versuchs noch 1,9 g_ petrolatherlésliche 
Substanz mit 35mg = 1,85°% N und 70 mg = 3,7% P(N: P= 1,1) 
gewonnen. 
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fabelle I. Petrolather-Extraktion von unveranderter und mit 
Alkohol ,aufgeschlossener”’ Bergin-Holzzucker-Trockenhete. 





100g BH 100g BH 
unverandert aufgeschlossen 


1 2 3 
a . Menge 2,9 g 1,0 \g¢ 
“ r N-Gehalt 42 45° 10 mg = 1,0% 
+ Seen P-Gehalt 3, 22mg = 2,2° 
" a N:P (Atomverh.) .. ‘ 1,01 


| Menge 225 mg 


oO 


Extrahiert 
vom 
3.—8. Tag 


N-Gehalt | 2.5me = 11% 
P-Gehalt 6,2 mg 2,8 % 
N:P (Atomverh.) .. i 


* Darunter 18 mg 43% NH,-N. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Mit Absicht haben wir entgegen der sonstigen Ubung experimentelle 
Angaben, insbesondere zur Methodik, vor den Hauptteil der Arbeit 
vestellt, um damit die entscheidende Wichtigkeit einer guten Methodik 
oder wenigstens einer wachsamen methodischen Kritik bei den hier 
behandelten Arbeiten zu betonen. Aus der groben Zahl methodischer 
Versuche, die wir angestellt haben und die wir noch keineswegs als 
endgiiltig abgeschlossen betrachten, konnten wir ja nur einige wenige 
Beispiele herausgreifen, die das Gesagte illustrieren und im tibrigen die 
experimentellen Unterlagen fiir die folgenden Erérterungen  liefern 
sollten. 

Bevor wir auf die Ergebnisse im einzelnen eingehen, scheinen uns 
einige erlauternde Worte zu dem geschilderten ,,AufschluB‘-Verfahren 
nicht unniitz zu sein, weil mit diesem u. W. ein grundsatzlich neuer 
Weg in der Lipoidextraktion beschritten wurde. Aus klinisch-chemischer 
und physiologisch-chemischer Beschaftigung mit dem Blut, insbesondere 
dem Blutserum, war uns die Tatsache geliufig, daf im lebenden Orga- 
nismus die EKiweiBkérper eine sog. Vehikelfunktion —— der Begriff wurde 
von Bennhold (21) am Blutserum entwickelt, diirfte aber ein universales 
Prinzip der Natur bezeichnen auszuiiben haben; man versteht 
darunter ihre Aufgabe, mit zahlreichen Stoffen der verschiedensten 
Art, die im Organismus kreisen oder zu irgendeinem Zweck irgendwohin 
transportiert werden sollen, lockere Additionsverbindungen einzugehen 
und diese damit erstens, wenn notig, wasserléslich zu machen (dies gilt 
besonders fiir die Lipoide) und ihnen zweitens mit Hilfe der unendlichen 
Variationsméglichkeiten der EiweiBkérper eine bestimmte Spezifitat 
zu verleihen, durch die erreicht wird, daB sie wirklich dahin kommen, 
wohin sie sollen. Alle diese Stoffe, die den verschiedensten chemischen 
Klassen angehéren, Ausgangsmaterialien, Zwischen- und Endprodukte 
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des Stoffwechsels, Giftstoffe, Fermente, Hormone und Vitamin: 
werden dadurch gewissermaBen uniformiert oder, anders ausgedriick: 
sozusagen in den gleichen Aggregatzustand, namlich den eines hoc) 
molekularen und kolloidal gelésten EiweiBkorpers, gebracht und ihn 
physiologische Wirksamkeit ist dann weitgehend von der Natur de: 
ieweiligen EiweiBkomponente und von der Fahigkeit der Gewebe, di: 
wirksamen NStoffe aus ihrer KiweiBbindung wieder zu befreien, abhanvi: 
Das bekannteste Beispiel fiir den klinischen Chemiker ist die Form, i) 
der das Bilirubin im Blutserum auftritt: obwohl es namlich zu den 
regelmaBigen Bestandteilen desselben gehért, laBt es sich doch mit det 
iiblichen Nachweisreaktion Bilirubin gibt mit Diazoniumsalz einen 
schoén gefarbten Azofarbstoff im normalen Serum nicht nachweisen 
Ks mu also in irgendeiner Art von Bindung vorliegen, iiber deren 
Natur wir solange nichts mit Sicherheit aussagen kénnen, wie es nicht 
velingt, das Bilirubin in dieser gebundenen Form aus dem Serum zu 
isolieren. Kine Erfahrungstatsache ist es aber, daB es gelingt, es lediglic!) 
durch Zugabe von Alkohol zum Serum aus seiner Bindung zu befreien 
Zugabe von Alkohol ist gewiB kein schwerer chemischer Eingriff, abe: 
sie bewirkt bekanntlich die irreversible Koagulation und Denaturierune 
veléster KiweiBkorper. Dies erlaubt den SchluB, dab die Komponente 
die das Bilirnbin im Serum festgehalten hatte, ein kolloidal geléster 
KiweiBbkérper war, der durch die Denaturierung seine Bindungsfahigkeit 
verlor, Wic man das Bilirubin im normalen Serum nicht dureh dice 
Diazoprobe nachweisen kann, so kann man es natiirlich noch weniger 


etwa durch Dialyse oder durch Extraktion mit Ather oder dergleichen 


daraus entfernen. 


Der Fall des Serumbilirubins scheint nach zahlreichen Erfahrungen 
nur ein Beisp‘el fiir ein in der Natur sehr allgemein angewandtes Prinzip 
au sein. Wenden wir es also gleich auf die Hefen an, so ergibt sich aus 
alledem die SchluBfolgerung, dal} méglicherweise die schwer erklarlichen 
Erscheinungen bei der Extraktion der Hefelipoide auch auf einer 
ahnlichen Grundlage beruhen. Dies erscheint uns wahrscheinlicher als 
die andere theoretisch noch bestehende Méglichkeit, da die Zell 
membran als eine Art von Sieb wirke, dessen Maschen zu eng seien, 
um die Lipoidmolekiile herauszulassen. Lm letzteren Falle wire namilich 
schwer vorstellbar, auf welche Weise der Alkohol sozusagen die Maschen 
dieses Siebes erweitern sollte, so da’ nunmehr die Lipoide austreten 
kénnen. AuBerdem sollte ja eigentlich die Zellmembran im Laufe det 
Aufarbeitung der frischen Hefe zur Trockenhefe bereits zerrissen sein. 

Wir zogen jedenfalls die andere Vorstellung als Arbeitshypothese 
vor, da es sich hier um eine analoge Erscheinung wie beim Serum 
bilirubin handele. Der praktische Erfolg spricht ebenfalls fiir diese 
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Vorstellung. die wir andererseits bewuBt nicht weiter in Einzelheiten 
ausbauen wollen, solange nicht ein gréBeres Erfahrungsmaterial dazu 
vorliegt. 

Somit wollen wir auch darauf verzichten, sie auf den merkwiirdigen 
Befund anzuwenden, den Rewald 1930 veréffentlich hat (22), das sich 
nimlich aus frischen PreBhefen mit Alkohol direkt das Lecithin extrahieren 
lieB, dagegen nicht mehr nach vorheriger Acetonextraktion, Rewald hat 
seinerzeit eine eingehendere Untersuchung dieser auffallenden Erecheinung 
angekiindigt, aber in der uns zugiinglichen Literatur konnten wir leider 
nichts davon finden, Es ware sicherlich eine lohnende Aufgabe, ihr einmal 
nachzugehen, aber dies kénnte, wenn es fruchtbar sein soll, niemals nu 
durch hypothetische Spekulationen geschehen, sondern mite experimentell 
versucht werden. 

Wir wollen daher jetzt noch kurz auf unsere zahlenmabigen Be- 
funde eingehen, 

In Tabelle | sind zunachst, als Beleg fie die Wirkungen unseres 
AufschluBverfahrens, die quantitativen Ergebnisse einer Petroliither- 
extraktion von wnverdnderter, lediglich konstant getrockneter Bergin- 
hefe und einer parallel dazu ausgefiihrten Extraktion von ebenfalls 
konstant getrockneter au/yeschlossencr Berginhefe cinander gegeniiber- 
vestellt. Aus der unveranderten Hefe war nach 2 Tagen nur ein Drittel 
derjenigen Lipoidmenge extrahiert, die die aufgeschlossene Hefe in 
der gleichen Zeit geliefert hatte. Betrachtet man die Ergebnisse vom 
Standpunkt der Lecithinausbeute aus, die in der Tabelle | durch die 
Stickstoff- und Phosphorwerte bezeichnet wird, so sprechen sie noch 
viel mehr fiir den Erfolg des AufschluBverfahrens. Aus den Analysen- 
zahlen von ,.reinem* Lecithin (soweit ein solches bis heute bekannt ist), 
namlich 1,7 bis 1,8°,, N und 3.6 bis 3.8°,, P, ergibt sich auch, dai der 
Prozentgehalt an Lecithin, also der Reinheitsgrad des Rohlecithins, 
bei dem Extrakt aus aufgeschlossener Hefe wesentlich héher liegt als 
bei dem anderen. In Einzelfaillen haben wir Lecithingehalte von bis 
zu 80°, gesehen; der gleiche Satz geht auch aus der im methodisclhen 
Teil bereits erwahnten Tatsache hervor, daB sich in Aceton nur etwa 
20°, von dem Rohextrakt lésen. [st somit gegen vorher ohne groben 
technischen Aufwand schon ein wesentlicher Fortschritt erzielt, so 
gestattet das Verfahren in seiner urspriinglichen Form doch noch nicht 
die Extraktion des gesamten Lecithins es sei hier iibrigens nach- 
vetragen, da} unter Lecithin in der iiblichen Weise immer die Summe 


von Lecithin - Kephalin verstanden ist in einer Operation. Ein 


groBer Teil des Restes, der nach der ersten Extraktion noch in der Hefe 
zurtiickbleibt, laBt sich, wie erwahnt, durch ein erneutes Aufschlub- 
verfahren mit nachfolgender Extraktion noch gewinnen, falls praktisch 
ein Bediirfnis dafiir besteht. Zu analytischen Zwecken kann man 
natiirlich den Rest auch in der alten Weise durch Extraktion mit 
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Alkohol, Verdampfen des Alkoholextrakts und Extraktion des Ver 
dampfungssriickstandes mit Ather herausholen. Unsere so durch 
vefiihrten Versuche fiihrten zu Lecithinwerten (fiir die Berginhefe) von 
etwa 45°. Diese werden einmal unter allen bekannten Lecithinquellen 
nur noch vom Hiihnereigelb iibertroffen und erméglichen andererseits 
cine diesem gegeniiber technisch wesentlich einfachere Auswertung und 
somit eine wirtschaftliche und praktisch fast unbegrenzte Lecithin- 
gewinnung. Rewald fand iibrigens bei den von ihm untersuchten Pref. 
hefen mit 4,5 und 5,0°,, sehr ahnliche Werte. Durch einmaligen Auf 
schluB und anschlieBende Extraktion mit Ather oder Petrolither (der 
noch weniger Begleitsubstanzen extrahiert als Ather) kann man reichlich 
die Halfte dieses Lecithingehalts abtrennen und z. B. fiir pharma. 
zeutische und technische Zwecke nutzbar machen, wahrend der extra- 
hierte Heferiickstand mit rund 2°, Lecithin immer noch als ein auBer- 
ordentlich lecithinreiches Nahr- und Kraftigungsmittel anzusprechen 
ware. 


Wir sehen also, daB allein der Lecithingehalt die meisten der von Fini 
und Just (1) mit unzulanglicher Methodik gewonnenen Rohfettwerte um 
100°, und mehr iibersteigt. Wir miissen dies auch gegeniiber Lecithinwerten 
hetonen, die Bickel (23) kiirzlich veréffentlicht hat, ebenfalls ohne ein 
Begriindung fiir die von ihm angewandten Methoden. Wir konnten cliese 
aus einem Korrekturabzug entnehmen, den uns Herr Professor Bickel ent 
gegenkommenderweise friihzeitig zuganglich gemacht hatte'. Fir uns wai 
es nach den oben angedeuteten miihsam errungenen Erfahrungen mit den 
widerspenstigen Trockenhefen keinen Augenblick fraglich, daB man mit 
Hilfe einer Extraktion von wenigen Stunden mit Alkohol und mit Ather, 
wie sie hier zur Anwendung kam und fiir andere biologische Materialien 
auch auszureichen pflegt, nur einen kleinen Teil der Hefelipoide und erst 
recht der anscheinend am schwierigsten extrahierbaren Lecithinfraktion 
erfassen kann. [Bickel fand damit in Berginholzzuckerhefe und in eine: 
, Zellstofftrockenhefe (Holzzuckerhefe)** 0,3 bis 0.6% Lecithin.] Fiir uns 
war dies eine Bestaétigung mehr fiir die Richtigkeit unserer obigen Be 
merkung von der Bedeutung einer guten Methodik und methodische: 
Kritik bei Arbeiten iiber die Lipoide der Hefe, und ganz besonders det 
Trockenhefen. Diese Schwierigkeiten hat Bickel anscheinend unte: 
schatzt. Ubrigens geben die Hersteller von ,,Nahrhefeflocken’ aut 
den Packungen, wie sie im Handel erhaltlich sind, einen Lecithingehalt 
von 3 bis 4% an. 


Aus dem Rohlecithin aus Berginhefe haben wir durch Fallung der 
atherischen Lésung mit Aceton auch ein ,,Reinlecithin’: in Form eines 


ganz hellbraunlichen trockenen Pulvers gewonnen. Die Analyse ergab 


' Gerade bei den jetzt oft so langen Druckfristen erleichtert ein solehes 
Entgegenkommen die wissenschaftliche Aussprache auBerordentlich und 
ist daher sehr zu begriiBen. Wir diirfen Herrn Prof. Bickel auch an diese: 
Stelle nochmals herzlich dafiir danken. 
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folgende Werte (nach Trocknung nur im Exsikkator tiber Atzkali und 
konz. Schwefelsiure im Eisschrank) : 
97,4 und 98,8 mg Substanz: 
1,50 und 1,54mg N (Kjeldahl) 1,54 und 1,569) N; 
19,0, 20,3 und 21,1 mg Substanz: 
0,64, 0,71 und 0,74 mg P (nach Urbach) = 3.4, 3,5 und 3.5%, P:; 
N: P (Atomverhaltnis) 0,99, 


Bei mehreren anderen Hefen haben wir ebenfalls mit Versuchen 
begonnen, das neue Extraktionsverfahren auf sie anzuwenden. Die 
Ausbeuten bei der ersten Extraktion (nach AlkoholaufschluB) lagen 
mit einer Ausnahme in der gleichen GréBenordnung — der Gesamtmenge 
nach wie bei der Berginhefe. Die Prozentsatze an Lecithin im Roh- 
extrakt waren zum Teil ebenso hoch, zum Teil aber auch wesentlich 
niedriger. Wir méchten aber auf diese Ergebnisse noch nicht naher 
eingehen, da es uns bis jetzt noch nicht méglich war, sie in dem erforder- 
lichen’ AusmaB nachzupriifen und zu_ vertiefen. 

Das gleiche gilt von den folgenden Andeutungen tiber die Be- 
teiligung der anderen Lipoidklassen an den Gesamtlipoiden der Hefe. 
Nur soviel kénnen wir heute schon sagen, dafB ihr Anteil bei der Bergin- 
hefe héchstens zwischen 1 und 2°, liegen kann. Denn auch die zweite 
Lipoidfraktion, die, wie oben geschildert, tiber eine Alkoholextraktion 
gewonnen war, enthalt nach dem Phosphorgehalt das Lecithin in hoher 
Konzentration. Das Verhaltnis N:P ist in ihr allerdings nicht 1.0, 
wie es fiir Lecithin und Kephalin sein miiBte, sondern 1,3. Sie enthalt 
also méglicherweise noch  stickstoffreichere, z. B. sphingosinhaltige 
Lipoide. Auch dies bedarf aber noch weiterer Bestaitigung. lm iibrigen 
haben wir aber iiber die Zusammensetzung dieser Nichtphosphatid- 
fraktion, die im wesentlichen mit dem oben erwahnten acetonléslichen 
Anteil von etwa 20° identisch sein diirfte, noch keine Versuche machen 
kénnen, abgesehen von einigen qualitativen Proben. 

Lediglich dem Sterin-, besonders dem Ergosteringehalt haben wir 
begonnen nachzugehen. Dabei erhielten wir aus den bisherigen Be- 
funden, die wir noch mit Vorbehalt wiedergeben moéchten, den ersten 
Eindruck, daB der Ergosteringehait der Berginhefe sich héchstens an 
der unteren Grenze der fiir Bier- und Sprithefen bisher ermittelten 
Werte (vgl. z. B. 13) bewegt, d.h. wohl jedenfalls unter 0,5°%. Die 


diesbeziiglichen Versuche sind bei uns noch im Gange und wir hoffen, 


bei nachster Gelegenheit weitere und gesicherte Ergebnisse mitteilen 
zu kénnen. 

Wir glauben aber, schon die heutige Gelegenheit dazu benutzen zu 
sollen, gegen eine Angabe Stellung zu nehmen, die sich schon seit 
langer Zeit im populir-wissenschaftlichen und auch im wissenschaft- 
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lichen Schrifttum mit bemerkenswerter Zahigkeit halt und von Aufsatz 


zu Aufsatz weiterpflanzt: Das ist die Behauptung, dab die Hefen neben 
Ergosterin auch Cholesterin enthielten, die sich z. B. noch in neuester 
Zeit wieder bei Winckel (24) und bei Bickel (23) findet. Uber die ur- 
spriingliche Herkunft dieser Behauptung konnten wir nichts ausfindig 
machen, jedenfalls scheint sie aber aus einer Zeit zu stammen, in der 
die Sterinchemie noch weithin im Dunkeli lag und vor allem iiber die 
Differenzierung der verschiedenen Sterine noch recht unklare Vor 
stellungen herrschten. Uber eine Isolierung von Cholesterin aus Hefe 
steht u. W. nirgendwo etwas geschrieben, somit kann sich diese Angabe 
lediglich auf Farbreaktionen stiitzen. (N.B. In analoger Weise kann 
iibrigens das bisher und im folgenden Gesagte auch fiir die sozusagen 
umgekehrte Behauptung aus dem medizinischen Schrifttum zutreffen 
daB namlich im menschlichen K6érper Ergosterin vorkomme, womit 
dann auch alle daran geknupften Theorien auf dem Krebsgebiet usw 
hinfallig wiirden.) Die Einteilung der Sterinchemie beruht in allgemein 
anerkannter Weise darauf, daB das Sterin des tierischen und mensch- 
lichen Kérpers Cholesterin ist und die Sterine der Pflanzen Phytosterine 
genannt werden, wahrend das Hauptsterin der Pilze eben Ergosterin ist. 
AuBer den genannten sind im Tierkérper lediglich Dihydro- und 7-De 


hyvdro-cholesterin (Provitamin Dy) nachgewiesen das Koprosterin 
der Faeces entstammt dem Stoffwechsel der Darmbacterien und 


in den Pilzen einschlieBlich der Hefen noch eine Anzahl weiterer Sterine. 
die dem Ergosterin sehr nahe stehen, wie durch die schénen Arbeiten 
von Wieland und seinen Schiilern erst kiirzlich nachgewiesen werden 
konnte (25). Die letzteren haben nun die Kigenschaft, die vielleicht zu 
analytischen Tauschungen fithren kénnte, bei der Lichermann-Burchard- 
Reaktion (LBR), bei der Cholesterin und Ergosterin charakteristische 
Unterschiede zeigen, ein Farbspiel zu geben, das dem des Cholesterins 
weit ahnlicher ist als dem des Ergosterins. Unsere Vermutung geht also 
dahin, da diese Eigenart der Hefenebensterine zu einer Zeit, als letztere 
noch gar nicht bekannt waren, zu einer Verwechslung mit Cholesterin 
gefiihrt hat und da®B deren spitere Korrektur lediglich durch Zufa!! 
iibersehen worden ist. 

Wir haben diese Frage, mit deren experimenteller Priifung wit 
ebenfalls begonnen haben, obwohl sie praktisch keine wesentliche 
Bedeutung hat (eher schon die oben erwahnte Umkehrung!), nur um 
Jer wissenschaftlichen Wahrheit willen hier angeschnitten und hoffen, 
da wir entweder durch den Nachweis der experimentellen Unterlagen 
fiir das Vorkommen von Cholesterin in der Hefe tiber die Unberechtigt- 
heit unserer Vermutung belehrt werden oder daB die von uns ange- 
nommene Verwechslung friitherer Generationen nunmehr endgiiltiy 


korrigiert wird, 
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Zusammenfassung. 


Der Lipoidgehalt der Wuchshefen lat sich im Gegensatz zum 
EiweiBgehalt durch Anderung der Ziichtungsbedingungen in weitesten 
Grenzen variieren, sowohl] nach der Gesamtmenge als auch nach der 
Zusammensetzung aus den verschiedenen Lipoidarten. Unter Lipoiden 
werden samtliche atherléslichen Anteile verstanden. 

Das Problem der Lipoidextraktion aus Trockenhefen, insbesondere 
aus Holzzuckerhefen, das experimentell und wirtschaftlich von groBer 
Wichtigkeit ist, wird unter besonderer Beriicksichtigung praktischer 
Gesichtspunkte theoretisch und experimente!] angegangen. Es wird ein 
..AufschluBverfahren** beschrieben, bei dem die Trockenhefen durch 
Kochen und Abdampfen mit wasserigem Alkohol so verandert werden, 
daB durch anschlieBende Extraktion mit Ather oder Petrolither weit 
itber die Halfte der Gesamtlipoide und dreimal soviel wie ohne diese 
Vorbehandlung in kurzer Zeit extrahiert werden kann. 

Der Rohextrakt besteht bei Berginhefe zu 60 bis 80° aus Lecithin 
(mit 43°, Kephalin), das durch Acetonfallung leicht weiter gereinigt 
werden kann. Bei anderen Hefen scheint dieser Satz nicht immer 
erreicht zu werden. 

Der beim ersten Mal nicht extrahierte Rest an Lecithin und an- 
deren Lipoiden kann durch nochmaligen AufschluB mit anschlieBender 
Extraktion gréBtenteils entfernt werden, auBerdem durch Alkohol- 
extraktion zusammen mit vielen anderen Stoffen. 

Der Gesamtlecithingehalt der Berginhefe betragt etwa 4.5°). der 
der einmal aufgeschlossenen und extrahierten Hefe etwa 2°, der 
Trockensubstanz. Die Hefe wird also im Lecithingehalt nur vom Eigelb 
iibertroffen. Die Abweichung dieser Werte von einem Teil der Literatur- 
angaben wird begriindet. 

Uber die Anteile der anderen Lipoidklassen, insbesondere des 
Ergosterins, werden einige vorlaufige Angaben gemacht. 

Die Literaturangabe eines Vorkommens von Cholesterin in der 
Hefe wird einer kritischen Erérterung unterzogen. 
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